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resumo 
 
 
        O cancro da mama é o tipo de neoplasia maligna mais incidente nas 
mulheres a nível mundial. Na maior parte dos casos tem origem esporádica, 
mas estima-se que cerca de 7% tem origem hereditária, relacionada com a 
herança genética de alguma mutação patogénica em genes de suscetibilidade 
para este cancro. A causa mais frequente de cancro hereditário da 
mama/ovário é a alteração de um dos genes BRCA (BRCA1 ou BRCA2). De 
fato as mutações germinativas destes genes são responsáveis por cerca de 
50% dos casos de cancro hereditário da mama e/ou ovário.  
        São ainda poucos os dados referentes ao perfil de mutações destes 
genes na população portuguesa, para além da descrição de uma mutação 
fundadora no gene BRCA2. 
        Pretendeu-se com o presente estudo caracterizar, numa amostra de 
doentes portugueses com suspeita de cancro hereditário da mama/ovário, as 
mutações destes dois genes, avaliando os diferentes tipos de mutações 
encontradas, a prevalência de mutações comprovadamente patogénicas e, 
nomeadamente da mutação fundadora portuguesa. Pretendeu-se também 
testar o algoritmo de cálculo BRCAPro® no auxílio ao recrutamento para 
estudo genético de pacientes com suspeita de HBOC. 
         Dos 121 casos estudados por DGGE/sequenciação direta/MLPA, foram 
detetados 42 casos (34,7%) com alterações num dos BRCA’s (excluindo 
polimorfismos), correspondendo a 42-45 alelos mutados. No entanto, apenas 
8,3% dos casos continham mutações comprovadamente patogénicas, 
representando a mutação fundadora portuguesa 40% das mesmas. 
Comparativamente a outros estudos na população portuguesa, a prevalência 
de mutações patogénicas no nosso estudo foi inferior, com uma 
sobrerepresentação da mutação fundadora, o que poderá ser explicado por 
diferentes critérios de referenciação e/ou composição das amostras estudadas. 
        O algoritmo BRCAPro® revelou-se útil como instrumento de cálculo de 
probabilidade de mutação patogénica nos genes BRCA1 e BRCA2, embora 
não permita substituir o critério médico na de seleção de pacientes para estudo 
genético destes genes. 
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abstract 
 
       Breast cancer is the type most common malignant neoplasm in women 
worldwide. In most cases arises sporadically, but it is estimated that about 7% 
have a hereditary origin, related to the genetic inheritance of some pathogenic 
mutation in susceptibility genes for this cancer. The most frequent cause of 
hereditary breast/ovarian cancer is an alteration in one of the two BRCA genes, 
the BRCA1 and BRCA2. Germline mutations in these two genes are 
responsible for about 50% of cases with hereditary breast and ovarian cancer. 
       Currently, few data is available referring to the mutation profile in the 
Portuguese population, besides the identification of a founder mutation in the 
BRCA2 gene.  
        It was intended with this study to characterize, in a sample constituted of 
patients with suspicion of hereditary breast/cancer, mutations of these two 
genes, evaluating the different types of mutations found, the prevalence of 
pathogenic mutations, particularly the Portuguese founder mutation. It was also 
intended to test the algorithm BRCAPro®, in the aid of recruitment of patients 
for genetic testing with suspected HBOC. 
         Of the 121 cases studied by DGGE/direct sequencing/MLPA, we detected 
42 cases (34,7%) containing alterations in one of the BRCA genes (excluding 
polymorphisms), corresponding to 42-45 mutated alleles. After analysis, only 
8.3% of the cases had deleterious mutations, with the founder Portuguese 
mutation representing 40% of those. Comparing to other studies in the 
Portuguese population, the prevalence of pathogenic mutations found  in this 
study was smaller, with an overexpression of the Portuguese founder mutation. 
That can be explained by the use of different clinical criteria in the recruitment 
of patients for genetic study and/or differences in the composition of the cohort 
of cases.  
       The BRCAPro® algorithm as proved useful as a tool for the calculation of 
mutation probability in the BRCA1 and BRCA2 genes, although it doesn’t allow 
to substitute the medical criteria in the selection of patients for genetic study in 
this two genes. 
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1. Introdução  
 
 O cancro da mama é o tipo de neoplasia maligna mais incidente nas 
mulheres a nível mundial. Na maior parte dos casos tem origem esporádica, mas 
estima-se que cerca de 7% tem origem hereditária, relacionada com a herança 
genética de uma ou mais mutações patogénicas em genes de suscetibilidade 
para este cancro (Claus et al.,1996). Foram já descritos vários genes de 
suscetibilidade para cancro da mama, nomeadamente BRCA1, BRCA2, TP53, 
PTEN e outros (Campeau et al., 2008). As mutações germinativas nos genes 
BRCA1 ou BRCA2 explicam a alta incidência de cancro da mama e ovário na 
maioria das famílias com cancro hereditário da mama/ovário.  
A identificação de mutações associadas a doença nestes dois genes 
permite a utilização de manobras preventivas em pacientes portadores de 
mutação e nos seus familiares, e liberta os familiares não portadores de mutação 
do stress psicológico associado à consciência de um risco elevado de cancro e da 
necessidade de vigilância clinica intensa. 
 O principal objetivo desta tese consiste em definir o perfil de mutações 
destes genes numa amostra de doentes portugueses, com suspeita de Síndrome 
de Cancro da Mama e Ovário Hereditário (HBOC) e perceber se os critérios de 
seleção de pacientes para este estudo serão os mais corretos e fidedignos. 
 Alguns conceitos teóricos vão ser apresentados nesta introdução teórica, 
por forma a ajudar à compreensão de toda a metodologia utilizada neste trabalho. 
 
1.1. Epidemiologia do cancro da mama e ovário 
 
1.1.1. Incidência e mortalidade 
 Portugal apresenta um perfil epidemiológico típico dos países 
desenvolvidos, no que respeita ao cancro da mama, próstata, pulmão e cólon 
(Globocan, 2008) (Figura 1). 
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Estes tipos de cancro são 
mais frequentes nos países 
desenvolvidos, estando diretamente 
associados ao estilo de vida. Estão 
relacionados com o tipo de dieta, 
consumo de tabaco, falta de 
exercício físico e exposição a uma 
ampla gama de fatores de risco 
decorrentes do processo de 
industrialização e urbanização, 
destacando-se, entre estes, a 
exposição a substâncias químicas e 
hormonas (Cocco et al., 2002). 
No entanto, apesar da 
incidência crescente, e no que 
concerne ao cancro da mama, 
aceita-se que aproximadamente 
90% dos cancros da mama serão 
curáveis se forem detetados 
precocemente e tratados corre-
tamente (POP, 2011). 
Os números do cancro da mama em Portugal são preocupantes, 
mostrando que mais de 1 em cada 10 mulheres irá desenvolver cancro da mama 
em algum momento da sua vida (DGS-2001). Em Portugal, em 2008, a taxa de 
incidência de cancro da mama nas mulheres foi de 60,0/105 e de cancro de ovário 
foi de 8,6/105 habitantes. A taxa de mortalidade nesse ano foi de 13,5/105 e 
3,2/105 habitantes em indivíduos do sexo feminino para cancro da mama e cancro 
de ovário, respetivamente (Globocan, 2008).  
Em Portugal são diagnosticados anualmente cerca de 4500 novos casos, e 
1500 mortes devido a esta doença (DGS, 2009).  
Apesar dos enormes avanços verificados na última década ao nível das 
técnicas de rastreio, diagnóstico e tratamento, o cancro da mama representa o 
Figura 1 - Perfil epidemiológico das neoplasias em Portugal 
(Globocan, 2008) 
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cancro mais frequente em mulheres, e esta neoplasia permanece o segundo tipo 
de cancro mais frequente em todo o mundo, suplantado apenas pelo cancro do 
pulmão se considerarmos ambos os sexos (Jemal et al., 2010, Globocan, 2008). 
As estimativas apontam para aproximadamente 209 mil novos casos e 40 mil 
mortes por cancro da mama (99% das quais mulheres e apenas 1% homens) no 
ano de 2010 nos EUA (Jemal et al., 2010).  
Estas estimativas referem que este cancro representa 28% de todos os 
novos casos de cancro diagnosticados anualmente em mulheres a nível mundial 
(Jemal et al., 2010). Nos países menos desenvolvidos a incidência é menor, 
nomeadamente em determinadas regiões do continente africano e nas regiões sul 
e oriental do continente asiático, onde a probabilidade de desenvolver cancro da 
mama até aos 75 anos é um terço da dos restantes países desenvolvidos (Parkin 
et al., 2001).  
Por outro lado, o cancro do ovário, neoplasia também relacionada com a 
síndrome hereditária ligada aos genes BRCA1 e BRCA2, representa na sua 
totalidade (esporádico e hereditário) aproximadamente 30% dos tumores do 
aparelho genital feminino. Em países desenvolvidos esta neoplasia é tão comum 
como o cancro do útero (35%) ou do colo do útero (27%) (Tavassoli e Devilee, 
2003). Um estudo estima que em 2010 foram diagnosticados 21.880 novos casos 
de cancro do ovário nos EUA, o que representa 3% de todos os novos casos de 
cancro diagnosticados anualmente em mulheres (Jemal et al., 2010). 
Retrospetivamente, estima-se que em 2002 tenham ocorrido mais de 1.1 
milhões de novos casos de cancro da mama e pouco mais de 200 mil novos 
casos de cancro do ovário em indivíduos do sexo feminino em todo o mundo, e 
cerca de 410 mil e 124 mil de mortes por cancro da mama e cancro do ovário, 
respetivamente (Globocan, 2002).  
O cancro da mama no homem é raro, representando menos de 1% de 
todos os cancros da mama, embora se assista a um aumento da sua incidência 
(Weiss et al., 2005).  
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1.1.2. Fatores de risco de cancro da mama 
Uma proporção substancial de casos com cancro da mama esporádico em 
países desenvolvidos pode ser explicada por fatores que influenciam a exposição 
aos estrogénios, incluindo fatores reprodutivos e hormonais, obesidade, álcool e 
atividade física. A título de exemplo, um estudo recente estima que, no Reino 
Unido, cerca de 27% dos casos de cancro de mama em mulheres estão ligados a 
vários fatores ambientais variáveis e ao estilo de vida (Parkin et al., 2011). 
O fator de risco mais preponderante no cancro da mama (a seguir ao 
género) é a idade: quanto maior a idade, maior o risco. 
As mulheres de raça branca apresentam maior incidência de cancro da 
mama relativamente às mulheres afro-americanas, o que é explicado 
provavelmente pelo fato das mulheres de raça branca terem em média menos 
filhos e um período de amamentação mais curto. No que respeita à paridade, 
verificou-se que mulheres que tenham tido pelo menos uma gravidez têm um 
risco de desenvolver cancro da mama 25% menor do que mulheres que nunca 
tiveram filhos. Esta proteção aumenta com o número de gravidezes, atingindo os 
50% em mulheres com cinco ou mais filhos (Ewertz et al., 1990). A relação entre 
amamentação e risco de cancro da mama é controversa, mas alguns estudos 
realizados em países menos desenvolvidos (período de amamentação superior) 
indicam que a amamentação tem um efeito protetor (Lipworth et al., 2000).  
O risco de cancro da mama aumenta com menarca precoce e menopausa 
tardia devido ao maior período de exposição às hormonas femininas (Kelsey et 
al., 1993). Os níveis elevados de prolactina estão também associados a um 
aumento do risco de cancro da mama, particularmente em tumores com recetores 
de estrogénio (Tworoger et al., 2007). 
Também os contracetivos orais assim como a terapia de substituição 
hormonal, aumentam o risco de cancro da mama, embora este efeito diminua 
bastante após a cessação do seu uso (Zhu et al., 2012). De sublinhar, no entanto, 
que o uso de contracetivos orais diminui o risco de cancro do ovário (Fairfield et 
al., 2001). 
Acredita-se que a obesidade e a ingestão de álcool conferem também risco 
aumentado para desenvolver cancro da mama após a menopausa, enquanto a 
 INTRODUÇÃO 
 
 
 #  
 
atividade física é provavelmente protetora (Pischon et al., 2008). No que respeita 
ao uso do tabaco, não se verificou associação entre o seu consumo e o risco de 
cancro da mama (Lorincz e Sukumar, 2006).  
Está também documentada uma maior incidência de cancro da mama em 
mulheres que estiveram expostas a radiações, nomeadamente as que tiveram 
doença de Hodgkin e foram tratadas com radioterapia, sobretudo antes dos 20 
anos de idade (Korde et al., 2004; Veronesi et al., 2005).  
 
1.1.3. Fatores de risco de cancro do ovário 
Relativamente ao cancro do ovário, têm sido apontados a dieta (Fairfield et 
al., 2001) e o estilo de vida ocidental, em particular a obesidade, como fatores de 
risco para desenvolver esta neoplasia (Calle et al., 2003).  
As mulheres com história familiar de cancro da mama têm um risco 
aumentado de desenvolver esta neoplasia. O risco de desenvolver cancro do 
ovário é bastante superior em mulheres com história familiar da doença. Com 
efeito, na população em geral é de 1,6%, atinge os 5% em mulheres com um 
familiar em 1º grau afetado e os 7% no caso de dois familiares em 1º grau 
afetados (Pharoah et al., 2002). Este risco associado ao historial familiar poderá 
estar associado a alterações genéticas em genes de suscetibilidade para cancro 
da mama e cancro do ovário.  
 
1.2. Genética do cancro e Predisposição hereditária  
 
O cancro ocorre quando existe a acumulação de várias mutações 
genéticas em genes críticos. Na maior parte dos casos (cancro esporádico), estas 
alterações, chamadas mutações somáticas, não são herdadas e estão presentes 
apenas no tecido tumoral pois têm causa espontânea (Osborne et al., 2004). 
Menos comum, nos casos de cancro hereditário de causa genética, verificam-se 
alterações genéticas herdadas dos pais, que aumentam o risco do 
desenvolvimento de cancro. Estas alterações estão presentes num determinado 
gene, por exemplo um dos BRCA’s, e estão presentes em todas as células do 
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organismo, muito embora apenas aumentem a predisposição para o cancro em 
tecidos específicos. A estas mutações dá-se o nome de mutações germinativas.  
Nestes casos, são necessárias mutações somáticas adicionais noutros 
genes para que se verifique o desenvolvimento do cancro. A presença de 
mutações germinativas em genes de suscetibilidade tumoral (particularmente os 
relacionados com a reparação do ADN) facilita a acumulação de mutações 
somáticas e, portanto, a carcinogénese (Osborne et al., 2004). Para além da 
maior incidência de cancro verificada nos indivíduos portadores de mutações 
germinativas em genes de suscetibilidade, é de registar uma idade média mais 
jovem no diagnóstico, bem como a ocorrência frequente de múltiplos tumores 
primários (Fearon et al., 1997). 
Assim, tanto o diagnóstico de cancro em idade jovem, como a ocorrência 
de tumores múltiplos, representam critérios de suspeição de cancro hereditário. 
No modelo de carcinogénese, tanto do cancro esporádico, bem como do 
cancro familiar, são particularmente relevantes as influências de duas grandes 
categorias de genes, os oncogenes e os genes supressores tumorais (Osborne et 
al., 2004).  
 
1.2.1. Oncogenes 
Em condições normais, os proto-oncogenes estimulam o crescimento e 
diferenciação celulares consoante as necessidades do tecido onde se encontram 
inseridos. Quando mutados, são ativados de forma imprópria e podem tornar-se 
em genes cancerígenos, denominados oncogenes. Neste estado de ativação 
podem induzir um crescimento ou proliferação celulares anormais, mesmo na 
ausência de fatores de crescimento. A ativação de um proto-oncogene para 
oncogene exerce um controlo regulatório positivo na célula. Este ganho de função 
é visto como dominanteAté hoje foram identificados mais de 100 proto-
oncogenes. A ativação dos oncogenes pode ocorrer através de diferentes 
processos, nomeadamente, amplificação génica (como documentada, por 
exemplo para os genes MYCN e ERBB2), mutação pontual (por exemplo no caso 
do gene KRAS) e translocação cromossómica, originando genes de fusão com 
função alterada (por exemplo BCR-ABL) (Osborne et al, 2004).  
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As mutações hereditárias neste tipo de genes são, no entanto, raras, tendo 
em conta que a característica dominante destes genes dita, na presença de uma 
mutação, um crescimento celular descontrolado na embriogénese, levando, 
presumivelmente, a aborto espontâneo na maioria dos casos (Frank, 2001).  
Apenas três oncogenes foram relacionados com síndromes hereditárias, o 
gene RET (cancro da tiróide associado à Síndrome MEN2A), o gene CDK4 
(melanoma hereditário) e o gene MET (carcinoma papilar renal hereditário) (Zuo 
et al., 1996; Schmidt et al., 1997).  
 
1.2.2. Genes supressores tumorais 
Os genes supressores tumorais regulam negativamente a proliferação 
celular, quer seja controlando a divisão celular, quer promovendo a morte celular 
programada (apoptose). São genes com um comportamento recessivo. 
Originalmente acreditava-se ser necessário que ambos os alelos estejam 
mutados para que ocorra inativação completa da função do gene (Knudson, 
1971). 
Embora este seja o mecanismo aceite, estudos sugerem uma “haplo-
insuficiência” num largo número de genes supressores tumorais estudados (Fero 
et al., 1998; Venkatachalam et al., 1998; Kwabi-Addo et al., 2001) incluindo os 
genes BRCA1 e BRCA2 (Buchholz et al., 2002), indicando que a inativação bi-
alélica destes genes pode não ser necessária pelo menos para a iniciação da 
tumorigénese e que quando existe apenas um alelo que se encontra mutado, a 
expressão génica destes genes pode ser afetada. 
A maior parte das síndromes hereditárias de cancro são devidas a 
alterações de genes supressores tumorais. 
 Esta classe de genes subdivide-se em duas subclasses principais: os 
“caretakers” e os “gatekeepers”: 
 Os genes supressores tumorais “caretakers” caracterizam-se pela sua 
função de reparação de erros de replicação no ADN, atuando indiretamente na 
carcinogénese quando inativados. Quando estes genes se encontram mutados, 
conferem um fenótipo de instabilidade genómica devido ao aumento da taxa de 
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mutações, algumas das quais possivelmente ativadoras de oncogenes e outras 
inativando genes supressores tumorais, podendo as células com essas variantes 
génicas sofrer seleção clonal (Osborne et al., 2004; Levitt e Hickson, 2002).  
Consideram-se “gatekeepers” os genes supressores tumorais “clássicos”, 
isto é, os que atuam diretamente, por exemplo, na regulação da proliferação 
celular, sendo portanto limitadores da tumorigénese (Levitt e Hickson, 2002). 
 
1.3. Genética do cancro da mama 
 
1.3.1. Relevância dos genes BRCA1 e BRCA2 no cancro da mama 
As mutações germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 são a causa mais 
frequente do aparecimento de HBOC. Estas mutações apresentam um padrão de 
transmissão autossómico dominante.  
De todos os casos de cancro da mama e ovário, estima-se que 5 a 10% 
representem cancros familiares e, pelo menos metade desses, sejam originados 
por mutações germinativas nos genes BRCA1 e BRCA2 (Claus et al., 1996; Ford 
et al., 1998; Antoniou et al., 2010) 
Em pacientes portadores de mutação patogénica, os genes BRCA1 e 
BRCA2 apresentam penetrância incompleta (Szabo e King, 1995). De fato, o risco 
de desenvolver um cancro de mama até aos 70 anos é de aproximadamente 65% 
e 50% em portadores de mutação patogénica no gene BRCA1 e BRCA2, 
respetivamente, apesar de serem encontradas estimativas maiores ou menores 
em séries diferentes (Antoniou et al., 2010; Chen et al., 2007). Por sua vez, o 
risco de desenvolver um cancro de ovário aos 70 anos (incluindo carcinomas 
peritoneais e das trompas de Falópio) é estimado em cerca de 40% e 20% em 
portadores de mutações patogénicas no gene BRCA1 e BRCA2, respetivamente 
(Chen et al., 2007; Antoniou et al., 2010), com as mesmas ressalvas atrás 
mencionadas. As causas para esta variabilidade da penetrância ainda não estão 
completamente esclarecidas (Gayther et al., 1995 e 1997; Antoniou et al., 2010). 
Enquanto no gene BRCA1 a homozigotia para mutações patogénicas é 
sempre letal durante a embriogénese (D’Andrea et al., 2007), para o gene BRCA2 
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está descrito que mutações patogénicas em ambos os alelos podem estar na 
origem da anemia de Fanconi ou ser causa de morte durante o período 
embrionário (D’Andrea et al., 2007). 
Algumas características do próprio cancro podem sugerir qual o gene 
BRCA envolvido. Tipicamente, o cancro de mama em portadores de mutação 
patogénica no gene BRCA1 é um carcinoma ductal invasor de alto grau nuclear e 
histológico, elevada proliferação, é do tipo “triplo negativo” (negativo para a 
expressão de recetor de estrógeno (ER), recetor de progesterona (PR) e 
Her2/neu (Her2)) (The Breast Cancer Linkage Consortium 1997; Johannsson et 
al., 1997) e apresenta “sobre-expressão” da proteína TP53 (Honrado et al., 2006). 
O cancro da mama associado a mutações patogénicas no gene BRCA2 
possui maioritariamente morfologia e expressões de ER e PR semelhantes às 
encontradas no cancro esporádico, sendo também predominantemente um 
carcinoma ductal invasor (Honrado et al., 2006; Lakhani et al., 1998; Sobol et al., 
2001). A “sobre-expressão” de Ciclina D1, CDK4 e outras Quinases dependentes 
de Ciclina (CDK’s) (p16, p21 e p27) é frequente nos cancros associados a 
mutação do BRCA2 (Honrado et al., 2006). 
Existem outras síndromes que conferem também um risco aumentado de 
desenvolver cancro da mama, sendo, no entanto, causas menos frequentes da 
doença, nomeadamente: Síndrome de Li-Fraumeni (causado por mutações 
patogénicas no gene TP53), Síndrome de Cowden (causado por mutações 
patogénicas no gene PTEN) e a Síndrome de Peutz-Jeghers (causado por 
mutações patogénicas no gene STK11) (Campeau et al., 2008). Estas síndromes, 
no entanto, caracterizam-se por risco aumentado de cancro noutras localizações 
(por exemplo cancro do colon no caso da Síndrome de Peutz-Jeghers; sarcomas 
no caso da Síndrome de Li-Fraumeni). 
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Figura 2 - Estrutura da proteína BRCA1 
1.3.2. O gene BRCA 1  
O gene BRCA1 foi sequenciado por Hall e colaboradores em 1990 a partir 
de estudos de linkage (ligação genética) envolvendo famílias com vários casos de 
cancro da mama, tendo sido clonado e caracterizado em 1994 por Miki e 
colaboradores. Este gene é um supressor tumoral “caretaker” que tem como 
principal função a reparação de ADN por excisão de nucleotídeos. Está também 
envolvido na regulação dos pontos de controlo do ciclo celular, ubiquitinação de 
proteínas, remodelamento da cromatina e silenciamento do cromossoma X (Buller 
et al., 1999; Wu et al., 1996; Xu et al., 1999; Bochar et al., 2000; Le Page et al., 
2000; Hatman e Ford, 2002).  
Localizado no cromossoma 17 (17q12-q21), a sua região codificante de 
5592 pares de bases está dividida em 22 exões (excluindo os exões 1 e 4 que 
não são traduzidos), que codificam uma proteína de 1.864 aminoácidos.  
A proteína BRCA1 é constituída por vários domínios com funções distintas 
(Figuras 2 e 3), nomeadamente: um domínio “RING finger”, importante para a 
atividade de degradação da via ubiquitina-ligase e interação com outras proteínas 
na porção amino-terminal); dois domínios de localização nuclear, importantes 
para a interação com proteínas do controlo do ciclo celular (como a p53); um 
domínio de ligação ao ADN; uma região SCD (cluster de serinas e treoninas) e, 
na porção carboxi-terminal, dois domínios BRCT (BRCA1 C_Terminal Domain), 
importantes para a manutenção da estabilidade da proteína e dos processos de 
transcrição celular (Wu et al., 1996; Wang et al., 2000; Yarden et al., 2002; Narod 
e Foulkes, 2004; Deng e Brodie, 2000).  
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1.3.3. O gene BRCA 2 
O gene BRCA2, foi sequenciado em 1994 e 1995 por Wooster e 
colaboradores e caracterizado no ano seguinte por Tavtigian e colaboradores. O 
BRCA2 é um gene supressor tumoral “caretaker” essencial para a atividade de 
recombinação homóloga, checkpoint mitótico e é também responsável pela 
localização do centrossoma durante a citocinese, mostrando a sua grande 
importância na manutenção da estabilidade genómica (Bignell et al., 1997; Milner 
et al., 1997; Blackshear et al., 1998; Narod e Foulkes, 2004).  
 Localizado no cromossoma 13 (13q12-q13), a sua região codificante de 
10.254 pares de base está dividida em 26 exões (excluindo o exão 1 que não é 
traduzido), que codificam uma proteína de 3.418 aminoácidos.  
Figura 3 - Esquema representativo das diferentes interações da proteína BRCA1 e funções celulares em que está 
envolvida (adaptado de Narod e Foulkes, 2004). 
Figura 4 – Estrutura da proteína BRCA2 
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A figura 4 esquematiza a estrutura da proteína BRCA2. Na região N-
terminal há um sinal de localização nuclear e um domínio de transativação. 
Adjacentes a esta região, encontram-se oito repetições BRC (BRC “repeats 
domain”), responsáveis pela interação com a proteína Rad51 e um domínio de 
ligação ao ADN. Na região terminal, existem dois domínios de ligação à p53 e 
Rad51, respetivamente, para além 
de dois domínios de sinalização 
nuclear, onde também se liga a 
proteína DSS1, que estabiliza a 
proteína do BRCA2 e age como 
cofator, regulando a atividade de 
recombinação homóloga.  
Na recombinação homó-
loga, a proteína BRCA2 recruta a 
Rad51 para os locais de DSB 
(Double Stranded Breaks), 
seguindo-se a ligação do complexo BRCA2-DSS1 à junção ssADN/dsADN, 
facilitando a ligação da Rad51 à extremidade ssADN, formando um fragmento 
nucleoproteico. A Rad51, tendo como molde um cromossoma homólogo, forma 
uma ansa e catalisa a junção das cadeias para que se processe a reparação por 
recombinação homóloga (Boulton et al., 2006) (Figura 5).  
Quando existe inativação do gene BRCA2, as células ficam dependentes 
de formas menos eficientes de reparação (Recombinação não homóloga e “single 
strand annealing”) originando um aumento da probabilidade de acumulação de 
erros de replicação do ADN no processo mitótico (Turner et al., 2004).  
  
Figura 5 - Modelo representativo da ação da proteína BRCA2 
na reparação das quebras da cadeia dupla de ADN por 
recombinação homóloga (adaptado de Boulton et al., 2006). 
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1.4. Mutações dos genes BRCA1 e BRCA2  
 
1.4.1. Prevalência de mutações patogénicas em diferentes raças/etnias  
Em 2009, Hall e colaboradores estudaram uma amostra de 46.276 
mulheres que preenchiam os requisitos para o estudo dos genes BRCA1 e 
BRCA2, provenientes de várias populações diferentes. Foram identificadas 
mutações patogénicas em 12,5% das mulheres e mutações patogénicas 
recorrentes (prevalência > 2%) foram identificadas em todos os grupos 
populacionais.  As mulheres estudadas de descendência não-Europeia eram de 
idade mais jovem (idade média: 45,9 anos) do que as mulheres europeias (idade 
média: 50 anos). Mulheres de ascendência Africana e de ascendência Latino-
americana tinham uma prevalência significativamente maior de mutações 
patogénicas nos genes BRCA1 e BRCA2 em comparação com mulheres de 
ascendência europeia ocidental (15,6% e 14,8% respetivamente versus 12,1%) 
(Tabela 1). Este estudo revelou uma grande quantidade de variantes intrónicas, 
mutações missense ou mesmo silenciosas sem significado clínico conhecido, 
algumas das quais não anteriormente citadas na literatura (Hall et al., 2009).  
 
1.4.2. Prevalência de mutações patogénicas na população portuguesa  
Em Portugal, Peixoto e colaboradores, identificaram 22 pacientes com 
mutações patogénicas numa coorte de 100 pacientes índex, o que traduz uma 
prevalência de mutações patogénicas de 22% (Peixoto et al., 2006).  
Tabela 1 - Expressão estatística das mutações patogénicas em diferentes populações (Hall et al., 2009) 
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Em 2008, Peixoto e colaboradores realizaram um novo estudo que 
colmatou uma importante falha do primeiro estudo por eles realizado, procurando 
especificamente a mutação fundadora portuguesa c.156_157insAlu na 
amostragem do estudo anterior nos doentes em que não tinha sido encontrada 
mutação comprovadamente patogénica. Neste estudo, a referida mutação foi 
encontrada em 8 casos o que aumentou a prevalência de mutações patogénicas 
relativamente ao estudo anterior, de 22% (22/100) para 30% (30/100) (Peixoto et 
al., 2008). 
Em dois estudos anteriores, realizados também em doentes portugueses, a 
média da prevalência de mutações patogénicas foi de 6,5% (Soares et al., 2000; 
Duarte et al., 2002). 
 A mutação fundadora típica da população portuguesa no gene BRCA2, c. 
156_157insAlu, foi inicialmente descrita em 2007 por Machado e colaboradores 
(Machado et al., 2007), tendo Peixoto e colaboradores observado uma 
prevalência de 8% (8/100) desta mutação na amostra por eles estudada, 
correspondente a 27% (8/30) de todas as mutações patogénicas encontradas 
nesse estudo (Peixoto et al., 2008). 
 
1.4.3. Mutações fundadoras 
A incidência de mutações patogénicas em famílias de alto risco varia muito 
entre diferentes populações. Certas mutações podem ser específicas de uma 
família ou aparecer com elevada frequência em determinados grupos étnicos, 
sendo designadas de mutações fundadoras (Kuska et al., 1997). Várias mutações 
fundadoras têm sido descritas na literatura para os genes BRCA1/2 (Sarantaus et 
al., 2000) (Tabela 2). Exemplos clássicos de mutações fundadoras são as 
mutações 185delAG e 5382insC no gene BRCA1 e a mutação 6174delT no gene 
BRCA2, que afetam 2 a 2,5% dos judeus Ashkenazy, apresentando uma 
frequência 10 a 50 vezes maior do que na população em geral (Friedman et al., 
1995; Szabo e King, 1997; Ferla et al., 2007). 
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Tabela 2 - Mutações fundadoras dos genes BRCA1 e BRCA2 
em diferentes populações (adaptado de Ferla et al., 2007) 
De acordo com o estudo feito 
por Ferla e colaboradores (2007), que 
compilou todas as mutações 
fundadoras nos genes BRCA1/2 de 
populações de todo o mundo, este tipo 
de mutações parece ocorrer com mais 
frequência em populações que são 
geneticamente mais isoladas pela 
ausência de ambientes multiculturais. 
No estudo de Ferla não está incluída a 
mutação fundadora portuguesa (Ferla 
et al., 2007).  
 
1.5. Identificação de pacientes 
com predisposição heredi-
tária ao cancro 
 
Desde a descoberta da 
associação dos genes BRCA1/2 ao 
cancro hereditário da mama/ovário, 
cresceu o interesse na identificação de 
pacientes com predisposição para este 
tipo de cancro.  
Os critérios de seleção de pacientes para o estudo genético dos genes 
BRCA1 e BRCA2 utilizados, baseiam-se sobretudo na quantidade de familiares 
afetados com cancro da mama e/ou ovário, no seu grau de parentesco 
relativamente ao individuo em estudo, na existência de outros tumores e na idade 
ao diagnóstico das neoplasias. Estão descritas várias guidelines para o 
recrutamento de doentes para estudo genético dos genes BRCA1 e BRCA2. Por 
exemplo, foram publicadas em 2009 e revistas em 2012 pela National 
Comprehensive Cancer Network (NCCN), no estudo “Genetic/Familial High-Risk 
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Assessment: Breast and Ovarian”, as seguintes, onde se recomenda que os 
candidatos ao teste genético tenham de cumprir uma ou mais das seguintes 
premissas para serem submetidos a teste genético dos genes BRCA1 e BRCA2 
(NCCN, 2012); 
 Cancro da mama diagnosticado antes dos 45 anos; 
 Cancro da mama diagnosticado antes dos 50 anos e pelo menos um 
familiar diagnosticado com cancro da mama antes dos 50 anos ou pelo 
menos um familiar direto com cancro do ovário; 
 Dois cancros da mama primários e pelo menos um deles diagnosticado 
antes dos 50 anos; 
 Pelo menos dois familiares diretos com cancro da mama/ovário; 
 Um familiar masculino com cancro da mama; 
 História pessoal de cancro do ovário; 
 Pertença a grupos étnicos associados a prevalência elevada de mutações 
nos genes BRCA1/BRCA2. 
 
Para além destas guidelines, outras são descritas para populações em 
específico, como é o exemplo da VI Reunião de Consenso Nacional do Cancro da 
Mama em Portugal, decorrida no Luso, no ano de 2008, que definiu critérios 
semelhantes aos da NCCN mas adaptados à realidade da população portuguesa 
(VI Reunião de Consenso Nacional do Cancro da Mama em Portugal, 2008). 
 Existem ainda várias guias e ferramentas que ajudam a determinar a 
probabilidade da existência de uma mutação patogénica num individuo, que 
juntam vários algoritmos de cálculo matemático complexos, uns baseados no 
historial de cancro na família do paciente em estudo e outros no próprio historial 
pessoal em que o tipo de cancro e a sua agressividade assumem um papel 
preponderante no cálculo. São de referir o BRCAPro®, o programa Myriad® e o 
Boadicea®, todos com os seus pontos-fortes e desvantagens, quer na eficácia de 
análise, quer na facilidade de utilização. (Parmigiani et al., 1998; Berry et al., 
2002; Schneegans et al., 2012). Em Portugal, o programa BRCAPro® é 
provavelmente o mais utilizado na avaliação de famílias com cancro da mama. 
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O BRCAPro® é um modelo estatístico associado a um software (Cancer 
Gene) que utiliza uma abordagem Mendeliana e Bayesiana para presumir uma 
transmissão autossómica dominante (Berry et al., 2002; Parmigiani et al., 1998). A 
penetrância e a prevalência, dependentes da idade do individuo a ser testado, são 
assumidas a partir de uma revisão sistemática da literatura. Este modelo 
determina a probabilidade de um indivíduo ser portador de mutação germinativa 
patogénica nos genes BRCA1 e BRCA2 a partir do histórico pessoal e familiar de 
cancro de mama e/ou ovário do(a) paciente, incluindo cancro da mama no sexo 
masculino e cancro de mama bilateral no individuo ou noutros membros da 
família.  
 
1.6. Prevenção e Tratamento do cancro familiar hereditário (HBOC) 
 
 A identificação de pacientes com alto risco torna-se essencial quando se 
observa que um rastreio de mutações e estratégias de prevenção precoces 
reduzem a morbilidade e mortalidade associada ao cancro da mama/ovário. As 
mulheres com mutações patogénicas nos genes BRCA1/2 devem ser vigiadas 
clinica e imagiologicamente com muita regularidade para que se possa fazer um 
diagnóstico precoce de cancro da mama e consequentemente aumentar 
significativamente as hipóteses de cura.  
Nestes casos o seguimento deve iniciar-se logo aos 25 anos de idade. As 
recomendações do NCCN em 2009 incluem mamografia anual, Ressonância 
Magnética, examinação clínica por parte do médico duas vezes por ano e um 
autoexame todos os meses. Um dos temas mais debatidos neste âmbito decorre 
do fato de alguns médicos defenderem que a mamografia poderá aumentar o 
risco de cancro, tendo em conta que os genes BRCA1/2 são genes de reparação 
de quebras duplas no ADN, e poderão estar parcialmente inativos em portadores 
de mutação patogénica, devido ao possível efeito de “haplo-insuficiência” já falado 
anteriormente. Estas quebras podem teoricamente ser induzidas pela radiação 
emitida pela mamografia, o que poderá aumentar a suscetibilidade para o 
desenvolvimento de cancro. Não existe até agora evidência que comprove, na 
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prática, a existência deste risco, pelo que se aceita haver uma relação 
custo/benefício favorável deste exame, que continua a ser recomendado. 
Em todo o caso, a Ressonância Magnética representa provavelmente um 
exame mais sensível na deteção de cancro da mama, ainda que menos 
específico (Leach et al., 2005; Kuhl et al., 2010; Rijnsburger et al., 2010).  
Relativamente ao cancro do ovário, não existe ainda nenhum método 
eficaz de rastreio, embora se recomende que portadores de mutação patogénica 
no BRCA1 ou BRCA2 façam uma ecografia transvaginal duas vezes por ano e 
comecem a fazer o doseamento sérico do marcador CA-125 a partir dos 30 anos, 
também duas vezes por ano, a menos que optem por salpingo-ooforectomia 
bilateral profilática (Van der Velde et al., 2009).  
 Existem algumas estratégias preventivas mais radicais para portadores de 
mutações nos genes BRCA1 e BRCA, tal como a cirurgia redutora de risco (ou 
profilática), que é o método mais invasivo para o paciente mas é também o mais 
eficiente na redução do risco nestes pacientes. A mastectomia bilateral (remoção 
de ambas as mamas) reduz o risco de cancro da mama em cerca de 90% 
(Hartmann et al., 2001; Meijers-Heijboer et al., 2001; Kaas et al., 2010; Domchek 
et al., 2010). 
Nalguns estudos, a salpingo-ooforectomia bilateral (remoção dos ovários e 
trompas de Falópio) mostrou diminuir o risco de cancro da mama em 50% 
(particularmente nos casos de mutação patogénica no gene BRCA2) e cancro do 
ovário em 85%) (Domchek et al., 2010).  
Relativamente ao tratamento, a quimioterapia em pacientes com mutações 
nos genes BRCA1 e BRCA2 com cancro é similar aos pacientes com cancro 
esporádico, mas alguns estudos in-vitro sugerem um aumento de sensibilidade a 
derivados de platina e diminuição de sensibilidade a taxanos (Bordeleau et al., 
2010; Tutt et al., 2010). 
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1.7. Técnicas para rastreio de mutações nestes genes  
 
Se é certo que as discrepâncias observadas entre taxas de prevalência de 
mutações dos genes BRCA1 e BRCA2 em doentes com cancro da mama/ovário 
se deve, em grande parte, à aplicação de critérios distintos de recrutamento de 
pacientes para estudo genético, esse poderá não ser o único fator a contribuir 
para esta variabilidade. Com efeito, a diversidade de técnicas (e respetivas 
sensibilidades) utilizadas para a deteção das mutações destes genes, também 
pode contribuir para essa variabilidade. De entre as mais usadas, constam a 
sequenciação direta, o Protein Truncation Test (PTT), o Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis (DGGE), o Denaturing High Pressure Liquid Chromatography 
(DHPLC), o Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP) e alguns métodos 
complementares que, quando utilizados em conjunto com os anteriormente 
referidos, aumentam a taxa de deteção de alterações germinativas, como é 
exemplo o MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) (Tabela 4). 
O DGGE, a técnica utilizada neste trabalho, é uma técnica com uma ótima 
relação custo benefício, com aproximadamente a mesma taxa de deteção da 
sequenciação direta, alta sensibilidade, e bastante menos oneroso do que a  
sequenciação direta, embora, tal como esta, não permita a deteção de grandes 
rearranjos genómicos. Embora seja uma técnica de trabalho e análise intensivos, 
provou ser tão rápida quanto a sequenciação. Em 2006, Bellosillo e Tusquets, 
demonstraram a utilidade do MLPA, que quando usado em conjunto com outra 
técnica de rastreio de mutações pontuais (como o DGGE) pode detetar até 95% 
das alterações (Bellosillo e Tusquets, 2006). A importância da técnica MLPA (ou 
outra equivalente) para o estudo dos genes BRCA1 e BRCA2 é bem ilustrada por 
vários estudos que mostraram que uma percentagem significativa de casos sem 
mutações pontuais detetadas nestes dois genes, apresentavam afinal grandes 
rearranjos genómicos patogénicos (Petrij-Bosch et al., 1997; Walsh et al., 2006; 
Meindel et al., 2008). O gene BRCA1 pode apresentar grandes rearranjos entre 7 
e 40% dos casos, enquanto para o gene BRCA2, essa frequência é menor 
situando-se entre 2 e 8% (Hogervorst et al., 2003; Montagna et al., 2003; Casilli et 
al., 2006). 
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Tabela 3 - Exemplos de técnicas utilizadas para rastreio dos genes BRCA1 e BRCA2 
Mutações pontuais Grandes Rearranjos Genómicos 
Técnica: Taxa de deteção: Técnica: Taxa de deteção: 
Direct Sequencing 85% (95% com 
MLPA e/ou PTT) 
Multiplex ligation-
dependent probe 
amplification - 
MLPA 
(não definida) 
Protein Truncation Test - PTT 
82,6% 
Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis - DGGE ~85% (95% com 
MLPA e/ou PTT) 
Denaturing High Pressure 
Liquid Chromatography -  
DHPLC 
~86% 
Next-Generation Sequencing (não definida) 
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2. Objetivos do estudo 
 
As mutações nos genes BRCA1/2 são responsáveis por cerca de 50% dos 
casos de cancro da mama e/ou ovário hereditário. Atualmente pouco se conhece 
acerca do perfil de mutações destes genes na população portuguesa, com 
exceção da mutação fundadora portuguesa (inserção ALU no gene BRCA2). 
Sendo assim, os objetivos deste estudo foram: 
 
 Pesquisa e caracterização de alterações de sequência dos genes 
BRCA1/2, na população de doentes com cancro da mama estudados no 
GDPN em 2009, com indicação para teste genético. 
 
 Pesquisa de mutações recorrentes (hotspots) dos genes BRCA1 e BRCA2, 
que permitam fazer um rastreio inicial das mesmas. 
 
 Comparação da frequência da mutação fundadora portuguesa com a de 
outras mutações. 
 
 Comparação da prevalência das mutações patogénicas nesta amostra com 
a de outros estudos. 
 
 Avaliação do desempenho do programa BRCAPro®, como instrumento de 
seleção de doentes para estudo genético na amostra estudada 
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3. Metodologia 
 
3.1. Seleção de casos  
 
Para a pesquisa e caracterização de alterações de sequência dos genes 
BRCA1/2, a amostra foi constituída por uma série consecutiva de 121 casos de 
pacientes afetados por cancro da mama e/ou ovário em seguimento clínico ou em 
tratamento por hormonoterapia, independentemente da presença de doença ativa, 
que deram entrada no GDPN no ano de 2009, para estudo genético dos genes 
BRCA1 e BRCA2. Apresentavam idades compreendidas entre os 22 e os 74 
anos, (idade média ao diagnóstico de 45,1 anos) e cumpriam os requisitos de 
seleção do NCCN para estudo genético. Destes, 48 tinham dois ou mais 
familiares com cancro da mama diagnosticado antes dos 50 anos, 8 tinham 
familiares com cancro da mama (<50 anos) e cancro do ovário, 53 cancro da 
mama diagnosticado antes dos 45 anos, 3 cancro da mama diagnosticado antes 
dos 45 anos e cancro do ovário e 9 casos com cancro da mama bilateral.  
Para a avaliação do desempenho do programa BRCAPro® selecionaram-
se 15 casos com marcada incidência familiar, já estudados no GDPN para os 
genes BRCA1 e BRCA2, para os quais nos foi facultada a árvore genealógica 
completa.  
 Para a realização do teste genético de cada paciente foi colhido sangue 
periférico em tubos com anticoagulante EDTA (ácido etilenodiaminotetracético), 
do qual foi posteriormente extraído ADN. 
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4. Material e métodos  
 
Para a pesquisa e caracterização de alterações de sequência dos genes 
BRCA1/2, foi realizado o seguinte protocolo de forma sequencial: 
Inicialmente foi pesquisada a inserção Alu (c.156_157insAlu) no gene 
BRCA2 segundo as condições descritas no artigo de Peixoto e colaboradores, 
publicado em 2008 (Peixoto et al., 2008). Nos casos em que foi detetada a 
inserção, o estudo das regiões codificantes dos genes BRCA1 e BRCA2 não foi 
efetuado. Nos casos negativos para a presença da inserção Alu 
(c.156_157insAlu), procedeu-se à pesquisa de mutações pontuais em toda a 
região codificante do gene. 
Para a pesquisa das regiões codificantes e transições intrão/exão dos 
genes BRCA1 e BRCA2, utilizou-se o seguinte protocolo: 
• PCR para amplificação das regiões de interesse dos genes BRCA1 
e BRCA2. 
• Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificação 
• Reação de formação de Heteroduplexes dos produtos de 
amplificação e das misturas de polimorfismos 
• Agrupamento de fragmentos em pools e corrida em gel de DGGE 
• Coloração dos géis de DGGE com Brometo de Etídio 
• Análise dos géis de DGGE 
• Sequenciação dos fragmentos que apresentem um padrão de 
migração eletroforético anormal. 
Os 22 e 26 exões (e respetivas transições intrão-exão) dos genes BRCA1 e 
BRCA2, respetivamente, foram amplificados por PCR com primers específicos 
(em Anexo 6). Em ambos os genes, alguns exões foram subdivididos em 2 ou 
mais fragmentos devido ao seu grande tamanho. 
O rastreio de mutações pontuais nos genes BRCA1 e BRCA2 foi realizado 
através da técnica DGGE, à exceção dos exões 9 e 10 que foram analisados por 
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sequenciação direta, devido à dificuldade de análise destes fragmentos em gel de 
DGGE. 
Após a análise dos géis de DGGE, sempre que foi encontrado um algum 
padrão aberrante, comparativamente ao mesmo fragmento noutros casos, 
efetuou-se uma nova amplificação do fragmento correspondente e sequenciação 
pelo método de Sanger para confirmação da presença de alguma alteração de 
sequência. A sequenciação foi feita em ambos os sentidos (5’->3’ e 3’->5’). 
4.1. Extração de ADN a partir de Sangue Periférico 
 
Extraiu-se ADN a partir de 1200µl de sangue periférico total após colheita 
em tubos de 10ml com EDTA. A extração de ADN foi feita com o kit de extração 
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), devidamente otimizado para o 
extrator automático QIAcube® (Qiagen, Hilden, Germany).  
 
4.2. Quantificação do ADN extraído 
 
Após extração do ADN procedeu-se à quantificação por espectrofotometria 
no espectrofotómetro SmartSpec Plus Spectrophotometer (Biorad, #170-2525). A 
leitura foi definida para os parâmetros “Double Stranded DNA”, com fator de 
conversão 50, lido a 260 nm, tendo como referência que uma unidade de 
densidade ótica a 260 nm corresponde aproximadamente a 50 µg/mL de ADN de 
cadeia dupla. Seguiu-se o seguinte protocolo:  
• Pipetaram-se 50µl de H20 bi-destilada e bi-desionizada para uma cuvete 
nova. A cuvete foi colocada no aparelho e foi definido o valor para o 
“branco".  
• De seguida numa nova cuvete pipetou-se 48 µl de H20 e 2 µl do ADN a 
quantificar (Fator de diluição 1/25).  
• Após leitura foi registado o valor da quantidade de ADN. 
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4.3. Amplificação das regiões codificantes e transições intrão/exão dos 
genes BRCA1 e BRCA2 
 
A amplificação de toda a região codificante e zonas de transição 
intrão/exão dos genes BRCA1 e BRCA2 foi efetuado por PCR (Polymerase Chain 
Reaction) usando primers a “flanquear” as zonas de interesse, previamente 
descritos por Van der Hout em 2006 (Van der Hout et al., 2006) (Anexo 6). Todos 
os primers encontravam-se guardados em stock a uma concentração de 100 
pmol/µl (-20ºC) e com alíquotas de trabalho de 200 µl a uma concentração a 
3pmol/µl (-20ºC). 
A amplificação ocorreu com recurso a um Termociclador GeneAmp® PCR 
System 9700 (Applied Biosystems, P/N N805-0200), em placas MicroAmp® 
Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems, Cat.No.N8010560), no qual 
foram distribuídos, por poço, 5 µl do par de primers (2,5µl F + 2,5µl R) das 
alíquotas de trabalho, de acordo com as condições abaixo descritas, com o kit de 
amplificação Promega Gotaq® Flexi (cat no.M829) (Anexo 1). 
 
PCR (x1):      Stepdown PCR: 
 1µl ADN (~70ng)     3 min.        94oC  1X 
 6µl Taq Buffer 10X       1 min.        94oC 
 1.8µl MgCl2 (25mM)     1 min.        52oC  5X 
 2,5µl Primer Forward (3pmol/ul)*    1 min.             72oC 
 2,5µl Primer Reverse (3pmol/ul)*    1 min.             94oC  
 1,2µl dNTP’s (10mM)     1 min.        50oC  5X  
 0,2µl Taq Polymerase (5 u/ul)    1 min.        72ºC 
           + 14,8µl H20 (B-Braun)     1 min.        94ºC 
 30µl       1 min.        48ºC  25X 
        1 min.        72ºC 
* Primers previamente distribuídos      5 min.        72ºC  1X 
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A amplificação dos fragmentos 21 e 22 efetuou-se num PCR adicional, de acordo 
com as seguintes condições do kit de amplificação AmpliTaq Gold® (Applied 
Biosystems AmpliTaq Gold® 360 DNA Polymerase, cat no. 4398813): 
 
PCR:       Stepdown PCR: 
 1µl ADN (~70ng)     3 min.        94oC  1X 
 3µl Taq Buffer 10X       1 min.        94oC 
 1.8µl MgCl2 (25mM)     1 min.        54oC  5X 
 2,5µl Primer Forward (3pmol/ul)    1 min.            72oC 
 2,5ul Primer Reverse (3pmol/ul)    1 min.            94oC  
 0,8µl dNTP’s (10mM)     1 min.        52oC  5X  
 0,34µl Taq Gold Polymerase (5 u/ul)    1 min.        72ºC 
            +18,06µl H20 (B-Braun)     1 min.        94ºC 
 30µl       1 min.        50ºC  25X 
        1 min.        72ºC 
        5 min.            72ºC  1X 
 
4.4. Análise qualitativa dos produtos de amplificação 
 
Com o intuito de verificar o sucesso na amplificação dos produtos 
desejados, fez-se uma eletroforese em gel de agarose a 2,0%, que foi analisada e 
fotografada num transiluminador Molecular Imager® Gel Doc™ XR System 
(Biorad, cat no.170-8170EDU). 
  
4.5. Reação de formação de Heteroduplexes 
 
 A técnica DGGE é usada para separação de fragmentos de ADN de acordo 
com a sua estabilidade e resistência aos agentes desnaturantes presentes num 
gel de acrilamida. Assim, para se analisar e visualizar a existência de mutações 
ou alterações num fragmento previamente amplificado, é necessário analisar os 
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padrões de desnaturação das várias cadeias presentes num produto amplificado 
(normais VS mutadas) e as suas diferenças de migração num gel de DGGE.  
Para promover a deteção de 
qualquer alteração de sequência nos 
fragmentos amplificados, estes são 
submetidos a um programa de forma-
ção de heteroduplexes. A desnaturação 
da cadeia dupla de ADN dos 
fragmentos amplificados, seguida de 
uma redução lenta de temperatura, 
permite que as cadeias renaturem 
lentamente, com suas ligações 
permanecendo levemente “relaxadas”. 
Nesta etapa, as cadeias podem renaturar fomando homoduplexes (cadeias 
duplas 100% complementares), ou ainda heteroduplexes (cadeias duplas com 
diferenças conformacionais que não são 100% complementares), caso exista uma 
mutação em heterozigotia (Figura 6). Esta renaturação incompleta levará à 
formação de uma “bolha” na zona onde não exista complementaridade entre as 
bases. Sendo assim, os heteroduplexes permanecem mais fracamente ligados do 
que os homoduplexes, desnaturando mais facilmente. Tal fará com homoduplexes 
e heteroduplexes tenham padrões de desnaturação distintos, que darão padrões 
de análise diferentes no gel de DGGE. Desta forma, cadeias com mutação 
poderão ser facilmente distinguidas das cadeias sem alteração. 
 Alguns fragmentos amplificados, foram misturados com fragmentos 
idênticos de outros casos, que se sabia previamente terem polimorfismo 
conhecido no fragmento em questão. Posteriormente, submeteram-se todos os 
produtos amplificados dos genes BRCA1 e BRCA2 e “misturas de polimorfismos” 
a 95ºC durante 10minutos, com descida de temperatura a 52ºC durante 45 
minutos.  
Este passo de “mistura de polimorfimos” permitiu observar se estávamos 
na presença de uma amostra com ou sem a presença do polimorfismo associado 
Figura 6- Exemplo de formação de Heteroduplexes em 
contexto de pesquisa em mutações germinativas 
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à zona amplificada. Caso estivesse presente, teríamos a presença do mesmo 
padrão de heteroduplexes e homoduplexes (4 bandas) já obtido previamente na 
amostra conhecida que foi misturada, que se sobreporia a esta. Caso o fragmento 
estivesse na presença de outra mutação não conhecida, isto levaria à formação 
de 8 bandas, correspondente a 4 homoduplexes e 4 heteroduplexes, que 
corresponderiam às várias combinações de emparelhamento das cadeias 
possíveis na mistura de amostras com as duas alterações [polimorfismo e 
mutação, só uma alteração (polimorfismo) ou só outra alteração (mutação)]. 
 Na seguinte tabela (tabela 4) estão representados os amplicões que foram 
misturados com casos com polimorfismos conhecidos. 
 
Tabela 4- Fragmentos com SNP's conhecidos 
Gene  Fragmento Polimorfismo 
BRCA1 
13 c.4308T>C (p.S1436S) 
11-3 c.1067A>G (p.Q356R) 
11-4 c.1067A>G (p.Q356R) 
16a c.4837A>G (p.S1613G) 
16b c.4837A>G (p.S1613G) 
BRCA1 (Exão 11) 
11-13c 
 
c.3113A>G (p.E1038G) 
11-10 c.2311T>C (p.L771L) 
11-9 c.2082C>T (p.S694S) 
11-11 c.2612C>T (p.P871L) 
11-13f c.3548A>G (p.K1183R) 
11-12 c.2612C>T (p.P871L) 
BRCA2 17 c.7806-14T>C 
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Gene  Fragmento Polimorfismo 
2 c.-26G>A 5’UTR 
14-2 c.7242A>G (p.S2414S) 
10-2 c.1114A>C (p.N372H)  
BRCA2 (Exão 11) 
11-10 c.3396A>G (p.K1132K) 
11-13 c.3807T>C (p.V1269V) 
11-12 c.3807T>C (p.V1269V) 
 
4.6. Processo de criação de pools de fragmentos 
 
 Após a reação de formação de heteroduplexes os fragmentos amplificados 
foram agrupados em conjuntos (pools) de acordo com o seu padrão desnaturante 
e localização no gel de DGGE. Agruparam-se fragmentos com padrão de 
desnaturação distante uns dos outros para evitar a sobreposição no gel. Esta 
ação não interfere com o padrão de desnaturação próprio de cada fragmento, 
observando-se um padrão de migração igual, quer os fragmentos sejam corridos 
em pool ou isolados. O processo de criação de pools foi otimizado de acordo com 
a distribuição dos amplicões nas placas de amplificação. 
 Para a criação de cada pool, foram retirados 5,5 µl de cada fragmento para 
um novo tubo de 0,2 ml, de acordo com o anexo 2. 
 
4.7. Eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) 
 
O protocolo utilizado para criação de géis de DGGE, foi descrito por Van 
der Hout em 2006 (Van der Hout et al., 2006). 
A técnica de DGGE “explora” a diferença na estabilidade do 
emparelhamento nucleotídico G-C (3 pontes de Hidrogénio) em comparação com 
o emparelhamento A-T (2 pontes de Hidrogénio). A mistura de fragmentos de 
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ADN de sequência distinta é separada por eletroforese num gel de acrilamida, 
contendo um gradiente crescente de agentes desnaturantes de ADN (usualmente 
a Ureia e Formamida). Regra geral, fragmentos mais ricos em percentagem G-C 
são mais estáveis (maior número de ligações triplas de Hidrogénio) e 
permanecem em cadeia dupla até atingirem concentrações desnaturantes mais 
elevadas. Daí a importância de se efetuar o passo de formação de 
heteroduplexes, já que cada homoduplex e heteroduplex formado nesse passo, 
terá uma temperatura de melting diferente, apresentando um padrão de 
desnaturação distinto em gel e permitindo a visualização dos mesmos. 
Normalmente, uma sequência rica em GC (conhecida como “cauda GC”) 
de cerca de 40 pares de base é incorporada num dos primers de cada amplicão e 
é consequentemente incluída no amplicão em questão. Tal permite que não haja 
uma desnaturação completa do fragmento, provocando a paragem na migração 
no gel. Todo o fragmento desnatura, à exceção da cauda GC. 
O gel desnaturante induz o melting do ADN presente nas amostras 
carregadas em toda a corrida. Resultante deste facto, o ADN migra e apresenta 
um padrão de distribuição no gel distinto para cada tipo de fragmento. O padrão 
de cada amostra poderá ser analisado comparando-o com o de outras amostras 
para o mesmo produto de amplificação, permitindo assim inferir se estamos na 
presença de uma amostra com ou sem alterações de sequência. 
 Para o uso desta técnica foi necessário “carregar” no gel desnaturante 
pequenas amostras das pools.  
Os géis de DGGE foram preparados a partir de uma solução de 80% 
Ureia/Formamida e 9% PAA e polimerizados com recurso a 5 ul de TEMED e 50 
µl de APS a 20%.  
Seguidamente os géis foram submersos num tanque com buffer TBE 0,5X 
e carregados com as pools previamente criadas para o efeito. A ordem de 
carregamento consistiu em carregar a pool A de todos os casos em poços 
consecutivos, seguidamente a pool B e assim sucessivamente, até à última pool. 
Após a última pool estar carregada, carregam-se as pools com as misturas de 
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polimorfismos da mesma forma. Assim, no final, foi possível analisar o padrão 
eletroforético de cada fragmento, comparando diretamente o mesmo fragmento 
em diferentes casos. 
A eletroforese realizou-se de acordo com a Temperatura, Voltagem e 
Tempo de Corrida definidos na tabela 5 para cada gel de DGGE. 
Tabela 5 - Condições de corrida para os géis de DGGE 
 
4.8. Visualização dos géis de DGGE 
 
Após a corrida, os géis foram submersos numa tina que continha 2 L de 
H20 bi-destilada e bi-desionizada com 40 µl de Brometo de Etídio durante 20 
minutos.  
 Seguidamente, os géis foram colocados no transiluminador Molecular 
Imager® Gel Doc™ XR System e fotografados sob luz UV. 
 Tal como referido anteriormente, a visualização de um padrão de 
desnaturação suspeito de mutação, levou à análise do fragmento em causa por 
sequenciação, de acordo com o protocolo que se segue. 
Gel/Gene 
Gradiente de 
Ureia/Formamida 
Buffer  
Temperatura 
do Buffer  
Voltagem 
Tempo 
de 
corrida 
BRCA1 
20% TAE 
0,5X 
59.5ºC 120 Volts 
18 
Horas 68% 
BRCA2 
30% TAE 
0,5X 
55.0ºC 120 Volts 
18 
Horas 65% 
BRCA1/2-
Ex11 
15% TAE 
0,5X 
59.0ºC 120 Volts 
18 
Horas 55% 
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4.9. Sequenciação de produtos de PCR 
   
4.9.1. Purificação de produtos de PCR 
 
Após amplificação dos produtos, com os mesmos primers utilizados para a 
amplificação para DGGE, estes foram então purificados, com o intuito de remover 
o excesso de primers, dNTP’s e Taq DNA Polymerase não utilizados, através de 
um processo de ultrafiltração por coluna. O kit utilizado para a purificação dos 
produtos foi o GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham 
Biosciences AB, Uppsala, Sweden; ref 27-9602-01), seguindo as instruções do 
fabricante. 
 
4.9.2. PCR de Sequenciação (PCR Assimétrico) 
 
O passo seguinte consistiu em preparar duas reações de sequenciação 
para cada amostra previamente amplificada e purificada. Uma reação foi 
preparada com o primer forward para amplificar a cadeia no sentido anti-sense 
(3’-5’) e a outra foi preparada com o primer reverse para amplificar a cadeia no 
sentido sense (5’-3’).  
Para cada reação de sequenciação foi utilizado o respetivo primer (Forward 
ou Reverse), a uma concentração de 1,6 pmol/µl, utilizando o kit “ABIPrism 
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems, cat no. 
4337450) segundo as condições abaixo referidas. 
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PCR assimétrico: 
        Programa utilizado: 
 1µl ADN (30-60ng)     1 min.        94oC    1X 
 1,0µl Terminator Ready Reaction Mix (Kit)           10seg.        96oC 
 1,9µl Buffer
      
5seg.        50oC   24X  
 2,0µl Primer (F ou R)     4min               60oC  
            + 4,1µl H2O       ---        4oC  
 10µl        
4.9.3. Purificação de produtos de Reação de Sequenciação 
 
Após a reação de sequenciação procedeu-se à purificação dos produtos 
amplificados. Esta purificação tem como objetivo remover os didesoxinucleótideos 
não incorporados, dNTP’s, primers e enzima não utilizados, que podem interferir 
no sinal da leitura do laser do sequenciador automático. Os produtos de 
sequenciação obtidos foram purificados em colunas com resina Sephadex® a 7% 
(GE Healthcare). Inicialmente efetuou-se uma centrifugação a 3500G durante 4 
minutos para retirar o excesso de água da resina e de seguida adicionou-se a 
amostra à coluna após ter sido colocada num novo tubo de 1,5 ml. Após nova 
centrifugação a 3500g durante 4 minutos, a amostra purificada foi transferida para 
um tubo de sequenciador, onde foi adicionado 12µl de formamida (Hi-Di® 
Formamide, Applied Biosystems), para desnaturação do produto purificado.   
 
4.9.4. Eletroforese capilar 
A eletroforese capilar efetuou-se em capilar de 36cm com Polímero POP-6 
com temperatura definida para 50ºC , num sequenciador ABI PRISM® 310 
Genetic Analyser® (Applied Biosystems, Foster City, CA, U.S.A.) 
 
4.9.5. Análise de sequenciações 
As sequenciações obtidas foram analisadas no software Sequencing 
Analysis 5.2® (Applied Biosystems), e comparadas com uma sequência de 
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referência para o gene correspondente. (GenBank: NM_007294.2 para o gene 
BRCA1 e GenBank: NM_000059.3 para o gene BRCA2). 
 Nos casos em que não foram encontradas quaisquer mutações 
comprovadamente patogénicas pelas técnicas referidas anteriormente, procedeu-
se ao respetivo rastreio por Multiplex ligation-dependent probe amplification 
(MLPA) de grandes deleções e grandes duplicações. 
 
4.10. Amplificação Dependente da Ligação de Múltiplas Sondas 
(MLPA) 
 
As reações de MLPA para ambos os genes elaboraram-se de acordo com 
as recomendações dos kits comerciais da MRC-Holland (MRC-Holland).  
Os controlos normais utilizados neste trabalho são amostras de sangue de 
pessoas sem qualquer indicação clínica ou historial familiar relacionado com 
cancro da mama o que reduz a praticamente a zero a probabilidade de serem 
portadoras de uma grande deleção/duplicação nos genes BRCA1/BRCA2. Além 
dos controlos normais utilizados, cada kit contém controlos internos (sondas que 
hibridizam em regiões cromossómicas fora das regiões de interesse) e controlos 
de quantidade e desnaturação do ADN: Q-fragments e D-fragments, 
respetivamente. 
 Para o BRCA1, os kits utilizados foram: 
· SALSA MLPA kit P002B1  
· SALSA MLPA kit P002C1 (versão atualizada do kit P002B1) 
· SALSA MLPA kit P087 (utilizado somente se existir suspeita de alteração 
com o kit P002B, para confirmar o resultado) 
Para o BRCA2, os kits utilizados foram: 
· SALSA MLPA kit P090A2  
· SALSA MLPA kit P077 (utilizado somente se existir suspeita de alteração 
com o kit P090, para confirmar o resultado) 
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As informações detalhadas acerca das sondas de cada kit estão descritas 
no anexo 3. 
 
Os primers utilizados para a reação de MLPA foram: 
Tabela 6 - Sequência dos primers para a reação de MLPA 
Salsa PCR forward primer (marcado com FAM) 5’-GGGTTCCCTAAGGGTTGGA-3’ 
Salsa PCR reverse primer (não marcado) 5’-GTGCCAGCAAGATCCAATCTAGA-3’ 
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5. RESULTADOS 
 
5.1. Caracterização de mutações na amostra previamente selecionada 
 
 A amplificação de todas as zonas relevantes dos genes BRCA1 e BRCA2 
das 121 amostras utilizadas resultaram em produtos do tamanho esperado 
(Exemplo- Anexo 4). Todos os géis de DGGE (Exemplo - Anexo 5) foram 
analisados segundo as recomendações de Van der Hout (Van der Hout et al., 
2006) e todos os géis de agarose (relativos ao rastreio da mutação fundadora 
portuguesa), foram analisados de acordo com as recomendações de Peixoto e 
colaboradores (Peixoto, et al., 2008) (Exemplo – Anexo 7). 
Dos 121 casos amplificados (484 alelos estudados), correspondendo aos 
casos novos de cancro da mama com suspeita de HBOC estudados no GDPN em 
2009, que cumpriam os requisitos da NCCN, foram detetados 42 casos (34,7%) 
que apresentavam alguma alteração num dos BRCA’s. 
Nestes 42 casos, foram detetadas 45 alterações, 26 das quais (57,7%) 
mutações missense, 1 (2,2%) mutação nonsense, 1 (2,2%) mutação silenciosa, 8 
(17,7%) mutações intrónicas, 4 (8,8%) inserções levando a splicing alternativo, 3 
(6,6%) mutações frameshift, 1 (2,2%) deleção in-frame e 1 (2,2) grande deleção. 
A tabela 7 resume as alterações encontradas nos 42 casos atrás referidos, 
sem mencionar polimorfismos. Todas as alterações encontradas apresentavam-
se em heterozigotia, correspondendo assim a 42-45 alelos mutados (dependendo 
da sua posição em cis ou trans), 8 para o gene BRCA1 e 34-37 para o gene 
BRCA2. 
Nos restantes 79 casos, não foram detetadas mutações patogénicas ou de 
significado desconhecido, embora tenham sido detetados nalguns casos 
polimorfismos conhecidos destes genes sem significado clínico (dados não 
apresentados).
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Tabela 7 - Casos com alterações num dos genes BRCA e classificação das alterações encontradas 
Nº do 
caso 
Idade no 
diagnóstico 
Gene 
afetado 
Exão 
afetado 
Posição no cADN* Posição na proteína* Tipo de mutação 
Classificação da 
mutação 
Classificação 
Polyphen-2 
Classificação 
Splice-Site 
N3 43 BRCA2 Exão 25 c.9382C>T p.Arg3128Ter Nonsense Patogénica - - 
N35 68 BRCA2 Exão 11 c.3680_3681delTG p.Leu1227fs Frameshift Patogénica - - 
N38 51 BRCA2 Exão 14 c.7258delG p.Glu2420fs Frameshift Patogénica - - 
N43 56 BRCA1 Exão 11 c.(2016+?)_(4097-?)del - Grande deleção Patogénica - - 
N66 39 BRCA2 Exão 3 c.156_157insAlu - Inserção ALU  Patogénica - - 
N72 42 BRCA2 Exão 3 c.156_157insAlu - Inserção ALU  Patogénica - - 
N83 46 BRCA2 Exão 3 c.156_157insAlu - Inserção ALU  Patogénica - - 
N85 36 BRCA2 Intrão 9 c.793+1G>A - Splicing alternativo Patogénica - - 
N88 50 BRCA1 Exão 11 c.3331_3334delCAAG p.Gln1111fs Frameshift Patogénica - - 
N112 72 BRCA2 Exão 3 c.156_157insAlu - Inserção ALU  Patogénica - - 
N8 43 BRCA2 Exão 10 c.1123C>T p.Pro375Ser Missense Ñ desc./ñ class. Prov. Deletéria - 
N47 24 BRCA2 Exão 10 c.1385A>G p.Glu462Gly Missense Ñ desc./ñ class. Prov. Deletéria - 
N68 34 BRCA2 Exão 11 c.3032C>G p.Thr1011Arg Missense Ñ desc./ñ class. Prov. Deletéria - 
N111 43 BRCA2 Exão 3 c.125A>G p.Tyr42Cys Missense Ñ desc./ñ class. Prov. Deletéria - 
N54 38 BRCA2 
Exão 11 e 
Exão 21 
c.5744C>T e c.8668C>A 
p.Thr1915Met e 
p.Leu2890Ile 
Missense 
e 
Missense 
Ñ desc./ñ class. 
Poss. Deletéria 
e 
Prov. Deletéria 
- 
N7 53 BRCA1 Exão 23 c.5425G>T p.Val1809Phe Missense Ñ desc./ñ class. Poss. Deletéria - 
N11 53 BRCA1 Exão 8 c.488G>C p.Arg163Thr Missense Ñ desc./ñ class. Poss. Deletéria - 
N29 57 BRCA2 Exão 11 c.3073A>G p.Lys1025Glu Missense Ñ desc./ñ class. Poss. Deletéria - 
N107 27 BRCA2 Exão 11 c.5744C>T p.Thr1915Met Missense Ñ desc./ñ class. Poss. Deletéria - 
N120 51 BRCA2 Exão 11 c.5744C>T p.Thr1915Met Missense Ñ desc./ñ class. Poss. Deletéria - 
N104 31 BRCA2 
Exão 11 e 
Exão 22 
c.6100C>T e c.8850G>T 
p.Arg2034Cys e 
p.Lys2950Asn 
Missense 
e 
Missense 
Ñ desc./ñ class. 
Benigna  e Poss. 
Deletéria 
- 
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* Classificação com base na sequência de referência do GenBank: NM_007294.2 para o gene BRCA1 e a sequência de referência do GenBank: 
NM_000059.3 para o gene BRCA2, de acordo com a nomenclatura HGVS®. 
N1 55 BRCA1 Exão 16 c.4956G>A p.Met1652Ile Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N9 34 BRCA2 Exão 10 c.1714G>A p.Val572Ile Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N16 33 BRCA2 Exão 11 c.6100C>T p.Arg2034Cys Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N23 48 BRCA2 Exão 11 c.4915G>A p.Val1639Ile Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N28 49 BRCA2 Exão 11 c.6323G>A p.Arg2108His Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N36 52 BRCA2 Exão 11 c.5634C>G p.Asn1878Lys Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N55 41 BRCA2 Exão 11 c.6100C>T p.Arg2034Cys Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N75 51 BRCA1 Exão 15 c.4636G>A p.Asp1546Asn Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N92 40 BRCA2 Exão 27 c.10234A>G p.Ile3412Val Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N93 37 BRCA2 Exão 11 c.6100C>T p.Arg2034Cys Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N100 40 BRCA2 Exão 11 c.6100C>T p.Arg2034Cys Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N118 33 BRCA2 Exão 25 c.9292T>C p.Tyr3098His Missense Ñ desc./ñ class. Benigna - 
N116 34 BRCA2 
Exão 11 e 
Exão 14 
c.6513C>G e c.7397C>T p.(=) E p.Ala2466Val 
Silenciosa e 
Missense 
Ñ desc./ñ class. - e Benigna - 
N78 36 BRCA2 Exão 14 c.7426_7428delGAA p.Glu2476del Delecção in-frame Ñ desc./ñ class. - - 
N18 37 BRCA2 Intrão 25 c.9501+4A>G - Intrónica Ñ desc./ñ class. - Não altera 
N21 34 BRCA2 Intrão 24 c.9257-16T>C - Intrónica Ñ desc./ñ class. - Não altera 
N48 60 BRCA1 Intrão 2 c.81-14C>T - Intrónica Ñ desc./ñ class. - Não altera 
N63 46 BRCA1 Intrão 18 c.5152+9A>T - Intrónica Ñ desc./ñ class. - Não altera 
N94 30 BRCA1 Intrão 15 c.4676-44A>C - Intrónica Ñ desc./ñ class. - Não altera 
N108 58 BRCA2 Intrão 24 c.9257-16T>C - Intrónica Ñ desc./ñ class. - Não altera 
N109 61 BRCA2 Intrão 7 c.632-22C>T - Intrónica Ñ desc./ñ class. - Não altera 
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 A análise e classificação destas mutações baseou-se em pesquisas 
bibliográficas e na consulta de bases de dados de mutações para os genes 
BRCA1 e BRCA2 (BIC Database® e HGMD Professional ®). As alterações 
encontradas foram subdivididas em 3 classes diferentes; 
• Mutações Patogénicas – Mutações descritas na literatura e nas bases de 
dados como comprovadamente patogénicas. 
• Mutações não descritas/não classificadas – Mutações que nunca foram 
descritas na literatura nem em bases de dados, ou que, embora 
previamente descritas, são de patogenicidade desconhecida. 
De acordo com a análise atrás referida, verificou-se que, dos 42 casos com 
alterações, apenas 10 casos (23,8%) apresentavam mutações comprovadamente 
patogénicas. 
Assim, no total dos casos estudados, em apenas 8,3% (10/121) foi 
detetada uma mutação comprovadamente patogénica. 
A frequência alélica das mutações patogénicas para o gene BRCA1 
relativamente a todos os alelos mutados encontrados foi de 25% (2/8) e para o 
gene BRCA2 de 21,6% a 23,5% (8/34-37). No total as mutações patogénicas de 
ambos os genes representam entre 22,2% e 23,8% (10/42-45) de todos os alelos 
mutados encontrados.  
 Analisando as mutações patogénicas, as mutações causadoras de splicing 
alternativo representam 50% do total. 
A mutação c.156_157ins_Alu, localizada no exão 3 do gene BRCA2, a 
mutação fundadora portuguesa, representa 40% de todas as mutações 
patogénicas encontradas. 
 Nos restantes 32 casos (76,2%), as mutações encontradas foram 
classificadas como não descritas/não classificadas.  
Através de algoritmos de cálculo bioinformáticos, obteve-se uma previsão 
do significado clínico destas mutações. Para tal, cada mutação missense 
encontrada com patogenicidade desconhecida foi analisada pelo algoritmo 
Polyphen-2®. Este algoritmo, que tem em conta a conformação da proteína 
originada pelo gene correspondente, os seus locais conservados e de interação 
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com outras proteínas, permite inferir se a mutação poderá afetar o correto 
funcionamento da mesma.  
Às mutações estudadas, o software pode atribuir uma de três 
classificações: 
• Benigna – Classificação de baixo risco, com baixa probabilidade de 
afetar o correto funcionamento da proteína. 
• Possivelmente Deletéria – Classificação de risco intermédio, sendo 
de ponderar a possibilidade de afetar o funcionamento da proteína. 
• Provavelmente Deletéria – Classificação de risco elevado, 
geralmente associada a alterações em zonas críticas, como por 
exemplo zona com sequências altamente conservadas do gene e/ou 
zonas de ligação a fatores de transcrição. 
Para a classificação das mutações intrónicas localizadas perto da 
extremidade 5’ ou 3’ de algum exão, foi usado o algoritmo de cálculo Splice-Site 
Prediction Test®.  
Algumas destas alterações foram encontradas em mais do que um 
paciente. Com efeito, a mutação c.6100C>T (p.Arg2034Cys), presente no exão 11 
do gene BRCA2, foi detetada em 5 dos 32 casos com mutações com 
patogenicidade desconhecida, o que representa uma frequência alélica entre 
14,3% e 15,6% (5/32-35) relativamente a casos com mutações de patogenicidade 
desconhecida.  
5.1.1. Estudo do algoritmo BRCAPro® 
 Para a segunda parte deste estudo, foram selecionados 15 casos em que 
se obteve a informação pormenorizada da história familiar (incluindo as árvores 
genealógicas elaboradas por um geneticista) e que apresentavam mutação 
patogénica num dos genes BRCA. 
 De seguida, calculou-se o valor da probabilidade de cada caso index ter 
uma mutação do gene BRCA1 ou BRCA2, com recurso à informação das árvores 
genealógicas, história familiar e características dos tumores, no programa 
BRCAPro®.  
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Na seguinte tabela (Tabela 8) e gráfico (Gráfico 1) encontram-se em 
detalhe os resultados do cálculo para esta amostra. 
Tabela 8 - Classificação de probabilidades do BRCAPro® nos casos selecionados 
Nº do caso Gene 
afetado 
Idade no 
diagnóstico 
Probabilidade 
de mutação no 
gene BRCA1 
Probabilidade 
de mutação no 
gene BRCA2 
Probabilidade 
conjunta de 
mutação num 
dos genes 
P1 BRCA2 63 0,027 0,163 0,190 
P2 BRCA2 51 0,037 0,235 0,272 
P3 BRCA2 45 0,036 0,032 0,068 
P4 BRCA2 42 0,549 0,229 0,779 
P5 BRCA1 55 0,165 0,477 0,643 
P6 BRCA2 38 0,146 0,12 0,266 
P7 BRCA1 50 0,501 0,233 0,734 
P8 BRCA2 40 0,056 0,249 0,306 
P9 BRCA2 70 0,033 0,347 0,380 
P10 BRCA2 26 0,002 0,008 0,011 
P11 BRCA2 40 0,013 0,01 0,022 
P12 BRCA1 32 0,027 0,019 0,046 
P13 BRCA2 51 0,634 0,213 0,847 
P14 BRCA2 35 0,219 0,14 0,359 
P15 BRCA2 46 0,045 0,049 0,094 
 
Nos casos selecionados, as probabilidades conjuntas de mutação num dos 
genes BRCA, calculadas pelo programa referido, variaram entre 1,1% e 84,7% 
(média: 33,4%; mediana: 27,2%). A média de idades destes 15 pacientes era de 
45,6 anos (mediana: 45 anos). 
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Gráfico 1- Distribuição das probabilidades calculadas pelo algoritmo BRCAPro® 
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6. Discussão de resultados 
 
6.1.  Análise mutacional dos genes BRCA1 e BRCA2 
A caracterização do perfil de mutações patogénicas dos genes BRCA1 e 
BRCA2 numa amostragem previamente selecionada e a análise comparativa das 
mutações encontradas com as de outras amostragens em diferentes estudos, 
constituem dois dos objetivos deste trabalho.  
Nesta parte do estudo, todos os 121 casos índex selecionados, 
correspondem aos pedidos do ano de 2009 que deram entrada no GDPN para 
estudo dos genes BRCA1 e BRCA2 e que cumpriam os critérios NCCN para 
estudo destes genes. O ano selecionado foi condicionado por vários fatores, de 
entre os quais, ser o ano com uma maior distribuição de pedidos por todo o país 
e, embora tenha sido o primeiro ano de vigência dos critérios da NCCN, ser o ano 
com maior amostragem que respeitava estes critérios. 
Foram detetadas alterações em heterozigotia ao nível de um destes dois 
genes em 34,7% (42/121) dos casos estudados, excluindo as variantes 
polimórficas. No entanto, apenas 8,3% (10/121) dos casos continham mutações 
comprovadamente patogénicas, sendo 1,7% (2 em 121) no gene BRCA1 e 6,6% 
(8/121) no gene BRCA2.  
 
6.1.1.1. Comparação da prevalência de mutações patogénicas em 
diferentes estudos 
 
A dificuldade de comparação da taxa de prevalência de mutações nos 
genes BRCA1 e BRCA2 decorre, por um lado, da grande variabilidade de 
resultados em estudos diferentes, incluindo os relativos a uma mesma população 
e, por outro lado, da inevitável diferença entre séries no que concerne a critérios 
de referenciação para estudo. Com efeito, e a título de exemplo, estudos 
realizados na população brasileira revelaram uma variação na prevalência destas 
mutações entre 3,4% (Esteves et al., 2009) e 13% (Dufloth et al., 2005). 
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Em Portugal, nos estudos de Soares e colaboradores em 2000 e Duarte e 
colaboradores em 2002 (Soares et al., 2000; Duarte et al., 2002), a prevalência 
média de mutações patogénicas foi de 6,5%, enquanto Peixoto e colaboradores, 
em estudo mais recente, identificaram 30 pacientes com mutações patogénicas 
numa coorte de 100 pacientes índex, o que corresponde a uma prevalência de 
30% (Peixoto et al., 2006; Peixoto et al., 2008). 
No estudo conducente a esta dissertação, a taxa de prevalência de 
mutações patogénicas dos genes BRCA1 ou BRCA2 cifrou-se nos 8,3%, 
situando-se, portanto, entre os 6,5% e os 30% dos estudos anteriores na 
população portuguesa.  
Já no estudo inicial de Peixoto e colaboradores a taxa de mutações 
patogénicas encontrada era bastante superior aos 8,3% do presente estudo 
(Peixoto et al., 2006). Em 2008, Peixoto e colaboradores realizaram um novo 
estudo que colmatou uma importante falha do primeiro estudo por eles realizado, 
procurando especificamente a mutação fundadora portuguesa c.156_157insAlu 
na amostragem do estudo anterior nos doentes em que não tinha sido encontrada 
mutação comprovadamente patogénica (Peixoto et al., 2008). Tal estudo permitiu 
detetar a mutação referida em 8 casos o que aumentou a prevalência de 
mutações patogénicas relativamente ao estudo anterior, de 22% (22/100) para 
30% (30/100) (Peixoto, et al., 2008). 
 A discrepância na prevalência obtida entre o estudo mais recente de 
Peixoto e colaboradores e o presente estudo poder-se-ia dever teoricamente a 
qualquer uma das seguintes razões, 
• Menor sensibilidade das técnicas de estudo utilizadas no GDPN e/ou 
erro na análise dos resultados obtidos das mesmas 
• Diferenças entre as populações estudadas no IPO e no GDPN 
Relativamente à possibilidade de a menor prevalência de mutações 
patogénicas na nossa série traduzir uma menor sensibilidade da técnica e/ou erro 
na análise, seria de esperar que tais problemas afetassem da mesma forma todas 
as alterações encontradas e não apenas as mutações patogénicas. 
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 Ora, a prevalência de VUS detetada na nossa série foi de 28,9% (35/121), 
enquanto no estudo de Peixoto e colaboradores, a prevalência observada de VUS 
foi de 20%. Por outro lado, é de referir que as técnicas utilizadas no estudo 
conduzido por Peixoto e colaboradores e por nós foram as mesmas, o que depõe 
contra e existência de as discrepâncias notadas terem origem nos métodos 
usados. 
Assim, parece mais plausível que as diferenças observadas entre os dois 
estudos traduzam a existência de critérios de referenciação diferentes entre as 
duas séries estudadas. De fato, a análise cuidada da caraterização clinica das 
duas amostras estudadas revela diferenças importantes. 
Enquanto no estudo de Peixoto, 30% (30/100) dos indivíduos estudados 
tinham história pessoal ou familiar de cancro da mama e ovário, no presente 
estudo apenas 9,1% (11/121) das famílias apresentavam história pessoal ou 
familiar de cancro da mama e ovário. Tendo em conta que, no contexto do cancro 
hereditário da mama/ovário, nas famílias em que há história de cancro do ovário 
se verifica uma maior prevalência de mutações patogénicas dos genes BRCA1 e 
BRCA2 (sobretudo do primeiro) do que em famílias apenas com cancro da mama 
(Chen et al., 2007), a inclusão de maior número de casos com cancro do ovário 
poderá ter contribuído para uma maior prevalência de mutações patogénicas 
observada na amostra de Peixoto e colaboradores. 
Por outro lado, enquanto na nossa série foram estudados 53 doentes 
(43,8% do total) com cancro da mama antes dos 45 anos, sem história familiar de 
cancro da mama/ovário, este grupo representa apenas 5% da amostra de Peixoto 
e colaboradores (Peixoto et al., 2006). 
Dado que este critério de referenciação (cancro da mama em idade jovem) 
é, na ausência de história familiar de cancro da mama/ovário, um preditor pouco 
sensível da presença de mutações patogénicas dos genes BRCA1 ou BRCA2, 
seria de esperar uma menor prevalência de mutações patogénicas na nossa 
amostra, apenas com base nas diferenças observadas quanto a este aspeto. 
As mesmas razões que explicam as diferentes prevalências de mutações 
patogénicas observadas no presente trabalho e no estudo de Peixoto e 
colaboradores poderão justificar as discrepâncias verificadas entre estudos 
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realizados em diferentes países, embora não seja possível excluir uma 
prevalência genuinamente diferente entre populações distintas. 
Assim, e a título de exemplo, no principal estudo acerca da prevalência e 
tipo de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 para a população espanhola, o 
resultado obtido numa série de 624 indivíduos com suspeita de HBOC foi de 
18,1% (113/624), no que respeita a mutações patogénicas (Díez et al., 2003). A 
amostragem foi selecionada por critérios de referenciação similares aos do estudo 
aqui apresentado, embora com distribuições diferentes dos doentes segundo 
diversos critérios para estudo.  
 
6.1.1.2. Comparação do perfil de mutações patogénicas em diferentes 
estudos 
 
Muito embora a prevalência de mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 seja 
similar em diferentes etnias/raças (Hall et al., 2009), há diferenças significativas 
entre populações/países particularmente quanto a determinadas mutações 
específicas. 
Relativamente à população portuguesa, é de sublinhar a mutação 
fundadora portuguesa c.156_157insAlu, localizada no gene BRCA2, que 
representou 40% (4/10) das mutações patogénicas e 8,8% (4/45) de todas as 
mutações encontradas neste estudo. Estas frequências estão de acordo com o 
que foi inicialmente descrito no estudo de Machado e colaboradores (Machado et 
al., 2007), no qual esta mutação representava 8% de todas as mutações 
encontradas. No estudo de Peixoto e colaboradores em 2008 foi descrita uma 
prevalência de 27% (8/30) desta mutação relativamente a todas as mutações 
patogénicas encontradas (Peixoto et al., 2008) o que situa um pouco abaixo dos 
40% do presente estudo. A elevada prevalência desta mutação na população 
portuguesa revela a importância de a mesma ser pesquisada especificamente, 
tendo em conta que esta mutação não é detetável por DGGE ou MLPA. 
Ainda relativamente à população portuguesa, o perfil de mutações 
patogénicas relatado no estudo de Peixoto e colaboradores (Peixoto et al., 2006), 
e o observado na nossa amostra revelou diferenças. Com efeito, a única mutação 
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patogénica recorrente observada no nosso estudo foi a mutação fundadora atrás 
referida (c.156_157insAlu), enquanto no estudo de Peixoto e colaboradores as 
mutações 2156delinsCC e 3450_3453del4, ambas no BRCA1, foram observadas 
cada uma delas, em 3 famílias diferentes. 
Estes estudos poderão indicar a existência de mais duas mutações 
fundadoras em Portugal, menos frequentes do que a c.156_157insAlu. 
Curiosamente, uma dessas mutações (c.3450_3453del4 no BRCA1) foi 
encontrada numa paciente na nossa amostra, descrita como 
c.3331_3334delCAAG (de acordo com as mais recentes alterações à 
nomenclatura destes dois genes).  
Foram também identificadas mutações patogénicas recorrentes 
(prevalência > 2%) em todos os demais grupos populacionais (Ferla et al., 2007). 
Por exemplo, na população brasileira, as mutações com maior prevalência 
5382insC e ins6kb, localizadas no exão 13 do BRCA1, representam entre 56% e 
61,9% das mutações patogénicas encontradas naquela população e são 
consideradas mutações fundadoras da população brasileira (Esteves et al., 2009; 
Gomes et al., 2007), enquanto em Portugal são pouco frequentes (5382insC) ou 
ainda não observadas (ins6KB).  
No estudo de Díez e colaboradores, das mutações patogénicas 
identificadas na população estudada com casos provenientes da população 
espanhola, observaram-se cinco particularmente prevalentes no BRCA1 e quatro 
no BRCA2, a saber: no BRCA1, as mutações 187_188delAG, 330A>G, 5236G>A, 
5242C>A, e 589_590del e, no BRCA2, as mutações 3036_3039del, 
6857_6858del, 9254_9258del e 9538_9539del (Diez et al., 2003).  
De fato, no estudo de Díez e colaboradores, as cinco mutações referidas 
no BRCA1 e as quatro no BRCA2 representavam 46,6% e 56,6% das mutações 
patogénicas encontradas nesses genes, respetivamente (Díez et al., 2003). 
É de referir que três destas mutações mais prevalentes (330A>G, 
589_590del no gene BRCA1 e 3036_3039del no gene BRCA2) foram detetadas 
na amostra estudada por Peixoto e colaboradores ainda que apareçam em 
apenas 1 doente, cada uma (Peixoto et al., 2006). No entanto, nenhuma das 
citadas mutações foi detetada na nossa amostragem. Por outro lado, nenhuma 
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das mutações prevalentes identificadas no estudo de Peixoto e colaboradores foi 
detetada no estudo de Diéz e colaboradores (Díez et al., 2003). Parece lícito 
concluir, portanto, que, a despeito da proximidade geográfica, a população 
espanhola tem um perfil e prevalência de mutações patogénicas recorrentes 
bastante distintos da verificada na amostragem por nós estudada. 
Foram também identificadas mutações fundadoras em diversos países 
europeus, representando, a título de exemplo, em Itália, 27% de todas as 
mutações patogénicas encontradas e em França uma média de 52% (Janavicus, 
2010). 
Importa então referir que, à exceção da mutação fundadora portuguesa 
c.156_157insALU do gene BRCA2, e porventura das outras duas mutações 
descritas por Peixoto como especialmente prevalentes localizadas no gene 
BRCA1 (2156delinsCC e 3450_3453del4), não foram encontrados hotspots de 
mutações nestes dois genes que permitam iniciar o rastreio por essas zonas. 
Como visto neste estudo, as mutações pontuais (incluindo missense, 
nonsense, frameshift, e mutações splice-site) foram responsáveis por 50% (5/10) 
das mutações patogénicas encontradas nas famílias com HBOC estudadas, 
enquanto a inserção Alu representa 40% (4/10), tendo sido ainda descrita uma 
grande deleção (1/10). 
 Nalgumas populações, estes grandes rearranjos podem ser responsáveis 
por até 1/3 de todas as mutações patogénicas encontradas (Hogervorst et al., 
2003; Montagna et al., 2003; Casilli et al., 2006). Embora esta proporção tão 
elevada não se verifique na amostragem aqui estudada, torna-se importante 
referir que a técnica de MLPA aumentou a nossa taxa de deteção de mutações 
patogénicas. Dada a grande variabilidade na prevalência deste tipo de mutações 
de população para população, o recomendável seria inicialmente determinar a 
prevalência destas na população que irá ser estudada, antes de fazer quaisquer 
recomendações definitivas acerca do protocolo de rastreio a adotar para o tipo de 
população em estudo. Em populações com alta incidência deste tipo de 
mutações, o rastreio inicial por MLPA (ou técnica equivalente) poderá ser uma 
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estratégia com uma excelente relação custo/benefício, mas tal não se aplica em 
populações onde a incidência é baixa. 
No presente estudo, bem como nos demais realizados em doentes 
portugueses (Peixoto et al., 2006), a percentagem de casos com grandes 
deleções foi consistentemente baixa (2 casos em 221 estudados), pelo que a 
melhor estratégia passará provavelmente por se fazer o rastreio de grandes 
rearranjos após o rastreio completo dos genes se ter revelado negativo para outro 
tipo de mutações patogénicas. 
 
6.1.1.3. Caracterização das VUS 
A elevada prevalência de VUS na nossa amostra (35/121) justifica a 
necessidade de tentar esclarecer o seu eventual significado clinico.  
Embora não seja possível estimar a patogenicidade de determinadas 
mutações sem complexos estudos funcionais, estão disponíveis ferramentas 
bioinformáticas que podem ajudar a perceber qual o seu efeito funcional. 
Tendo em conta que a percentagem de mutações missense entre as 
mutações de patogenicidade desconhecida foi alta [74,3% (26/35)], o algoritmo de 
cálculo Polyphen-2®, que estima a patogenicidade das mesmas, foi de elevado 
interesse para este estudo. 
Das 26 mutações missense encontradas, 14 foram consideradas pelo 
Polyphen-2® como “Benignas”, pelo que é de presumir que não alterem a função 
da proteína. O fato de uma das alterações detetadas consideradas “Benignas” 
(p.Arg2034Cys), ter sido observada em 4 casos e de ter sido já descrita a sua 
segregação em conjunto com uma mutação patogénica (Deffenbaugh et al., 2002) 
corrobora a classificação feita pelo programa usado. 
Neste estudo 20% (7/35) das VUS detetadas foram consideradas 
“Possivelmente Deletérias”. Esta categoria traduz um risco moderado de as 
mesmas terem impacto funcional na proteína.  
Destas 26 mutações missense, 5 foram consideradas como 
“Provavelmente Deletérias”. Tal significa que estão localizadas em zonas críticas 
do gene e que, após a tradução, poderão alterar a conformação ou 
comportamento da proteína correspondente. 
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A elevada frequência de VUS dos genes BRCA1 e BRCA2 na generalidade 
dos estudos coloca obviamente dificuldades no seguimento clínico e 
aconselhamento genético destes doentes, quando não é detetada uma mutação 
comprovadamente patogénica. 
Nas VUS classificadas como possível ou provavelmente patogénicas 
poderá ser considerada a pesquisa das mesmas nos demais familiares com 
cancro da mama e/ou ovário, no sentido de avaliar se as mesmas co-segregam 
com a doença. Se tal se verificar, será um dado adicional a ter em conta na 
presunção (mas nunca certeza) da sua patogenicidade. 
No entanto, mesmo os estudos de segregação das VUS em familiares com 
cancro, não alteram habitualmente a recomendação de uma vigilância 
clinica/imagiológica reforçada em todos os familiares em 1º grau de doentes 
pertencentes a famílias suspeitas de HBOC. 
Os dilemas atrás referidos explicam o interesse crescente no 
desenvolvimento de ferramentas multidisciplinares (estudos epidemiológicos, in-
vitro e in-silico) para a avaliação do significado e impacto destas variantes, o que 
permite uma justificada esperança de que venha a haver progressos significativos 
nesta área (Houdayer et al., 2012).  
 
6.2. Estudo do algoritmo de cálculo BRCAPro® 
 
Como se depreende da grande discrepância entre estudos, no que refere à 
prevalência de mutações patogénicas dos genes BRCA1/BRCA2 em 
doentes/famílias com suspeita de HBOC, os critérios para referenciação de 
doentes para estudo genético podem variar consideravelmente. 
De fato, para além da análise das famílias segundo o critério do médico, 
existem ferramentas informáticas que tentam prever, com base na história 
pessoal e familiar, a probabilidade de um determinado doente (ou familiar) ser 
portador de uma mutação patogénica. 
Dos programas mais comumente usados em consultas de Oncogenética da 
Mama, são de referir o BRCAPro®, o programa Myriad® e o Boadicea®, todos 
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com os seus pontos-fortes e desvantagens, quer na eficácia de análise, quer na 
facilidade de utilização. 
Seja qual for o programa usado para decidir sobre a existência, ou não, de 
critérios, para estudo genético, não existe unanimidade quanto ao limiar de 
probabilidade de mutação a partir do qual se recomenda o estudo. 
Com efeito, se na VI Reunião de Consenso Nacional do Cancro da Mama, 
que decorreu no Luso em 2008, bem como nas recomendações da maioria dos 
países europeus, se recomenda a adoção de um cut-off de 10% de probabilidade 
de mutação nos genes BRCA1/2 para estudo genético, no Reino Unido é adotado 
um critério mais restritivo (20%) (Antoniou et al, 2008; Parmigiani, 1198; Berry, 
2002; NICE, 2006). 
Em Portugal, o programa BRCAPro® é provavelmente o mais utilizado na 
avaliação de famílias com cancro da mama. 
Um dos objetivos do presente estudo consistia na avaliação retrospetiva do 
desempenho deste programam em doentes/famílias estudados no GDPN, nos 
quais foi detetado mutação patogénica. 
Infelizmente, dada a multiplicidade de centros requisitantes, foi complicado 
reunir a informação completa sobre famílias estudadas. Ainda assim, foram 
selecionados 15 doentes com mutação patogénica que não fazem parte da série 
estudada na secção anterior, dos quais conseguimos obter as árvores 
genealógicas elaboradas por geneticistas. 
Relativamente ao estudo desses 15 pacientes com o algoritmo de cálculo 
bioinformático BRCAPro® verificou-se que a probabilidade conjunta de mutação 
patogénica num dos dois genes, variou entre 1,1% e 84,7% (média de 33,4%; 
mediana 27,2%). Cinco dos 15 pacientes (33,3%) teriam uma probabilidade de 
mutação abaixo dos 10%, o que implicaria que não teriam efetuado estudo 
genético, caso a decisão de o realizar fosse baseada exclusivamente nesse apoio 
informático. Caso fosse utilizado o cut-off de 20%, a perda de casos positivos 
subiria para 40% (6/15).  
Baseado nos dados expostos, conclui-se que o algoritmo de cálculo 
BRCAPro® não deverá ser descurado, mas também não deverá utilizado sozinho 
no rastreio de pacientes com suspeita de HBOC para estudo genético.  
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De fato, há mais critérios a ponderar na análise de uma família com cancro, 
para além dos considerados pelas ferramentas informáticas disponíveis, pelo que, 
em última instância, deverá prevalecer o critério médico, no que concerne à 
decisão de propor, ou não, estudo genético. 
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7. Conclusão 
 
Com este estudo concluiu-se que a prevalência de mutações patogénicas 
na amostragem utilizada é inferior à encontrada na literatura, comparativamente a 
outros estudos na população portuguesa, efetuados com técnicas de rastreio 
semelhantes (estudo de Peixoto e colaboradores). A discrepância observada 
entre estas duas séries poderá ter resultado da existência de critérios de 
referenciação diferentes e diferenças na composição das amostragens utilizadas 
(inclusão de uma maior percentagem de pacientes sem história familiar de cancro 
da mama/ovário, mas com cancro diagnosticado em idade inferior a 45 anos, na 
nossa série e a inclusão de uma maior percentagem de casos com cancro do 
ovário no estudo de Peixoto e colaboradores). 
A prevalência da mutação fundadora portuguesa (c.156_157insAlu, 
localizada no gene BRCA2), está de acordo com o descrito na literatura em 
estudos na população portuguesa (Machado et al., 2007; Peixoto et al., 2008). No 
entanto, concluiu-se que a sua prevalência relativamente a outras mutações 
patogénicas está um pouco acima do que foi anteriormente descrito por Peixoto e 
colaboradores (Peixoto et al., 2008). Assim, a elevada prevalência desta mutação 
na população portuguesa revela a importância de a mesma ser pesquisada 
especificamente quando forem utilizadas técnicas que não a detetem (como o 
DGGE ou MLPA). 
 Com efeito, atendendo às limitações da amostragem deste estudo, pode 
concluir-se que, à exceção da mutação fundadora portuguesa e, porventura, das 
outras duas mutações descritas por Peixoto como especialmente prevalentes 
localizadas no gene BRCA1 (2156delinsCC e 3450_3453del4), não foram 
encontrados hotspots de mutações nestes dois genes que permitam iniciar o 
rastreio por essas zonas. 
Por outro lado, ainda que a percentagem de casos com grandes deleções 
neste estudo e noutros da população portuguesa tenha sido consistentemente 
baixa, torna-se importante referir que a técnica de MLPA aumentou a nossa taxa 
de deteção de mutações patogénicas. Assim, a melhor estratégia para o rastreio 
dos genes BRCA1 e BRCA2 na população portuguesa, passará provavelmente 
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por se fazer o rastreio de grandes rearranjos após o rastreio completo dos genes 
se ter revelado negativo para outro tipo de mutações patogénicas. 
A elevada frequência de VUS no estudo conducente a esta dissertação 
coloca obviamente dificuldades no diagnóstico, seguimento clínico e 
aconselhamento genético destes doentes, quando não é detetada uma mutação 
comprovadamente patogénica. Destas dificuldades, decorre a necessidade da 
criação e desenvolvimento de ferramentas e estudos multidisciplinares (estudos 
epidemiológicos, in-vitro e in-silico) para a avaliação do significado clínico e 
impacto destas variantes. 
Dos programas mais comumente usados em consultas de Oncogenética da 
Mama, o BRCAPro®, aqui avaliado, tem limitações importantes no que concerne 
à quantidade de variáveis e critérios a ponderar para o cálculo das probabilidades 
de mutação. Baseado nos dados expostos, concluiu-se que o algoritmo de cálculo 
BRCAPro® não deverá ser descurado, mas também não deverá utilizado sozinho 
no rastreio de pacientes com suspeita de HBOC para estudo genético. 
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                       Reações de amplificação 
  BRCA1:             BRCA1-Exão 11: 
 
 
 
  
Caso 1 
Caso 2 
Caso 3 
Figura 8 - Esquema de amplificação de parte do gene BRCA1 Figura 7 - Esquema de amplificação de parte do gene BRCA1-Exão 11 
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       Reações de amplificação 
  BRCA2:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caso 1 
Caso 2 
Caso 3 
Figura 10 - Esquema de amplificação de parte do gene BRCA2 Figura 9 - Esquema de amplificação de parte do gene BRCA1 
(continuação) 
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                 Reações de amplificação 
  BRCA2-Exão 11:  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caso 1 
Caso 2 
Caso 3 
Figura 11 - Esquema de amplificação de parte do gene BRCA2-Exão 11 
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Pools para o gene BRCA1:        Pools para o gene BRCA1-Exão 11: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pools para as misturas de polimorfismos (BRCA1):             Pools para as misturas de polimorfismos (BRCA1-Exão11): 
 
 
 
 
 
Figura 13 - Pools para o gene BRCA1 
Figura 12 - Pools para o gene BRCA1-Exão 11 
Figura 15 – Pools para as misturas de SNP’s do gene BRCA1  Figura 14 – Pools para as misturas de SNP’s do gene BRCA1-Exão 11 
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Pools para o gene BRCA2:        Pools para o gene BRCA2 (continuação): 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pools para as misturas de polimorfismos (BRCA2):    
 
 
 
 
 
  
Figura 16 – Pools para o gene BRCA2 
Figura 17 – Pools para o gene BRCA2 
(continuação) 
Figura 18 – Pools para as misturas de SNP’s para o gene BRCA2 
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Pools para o gene BRCA2-Exão 11:    Pools para as misturas de polimorfismos (BRCA2- Exão 11):
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20 – Pools para o gene BRCA2-Exão 11 
Figura 19 – Pools para as misturas de SNP’s para o gene BRCA2-Exão 11 
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Tabela 9 - Sondas referentes a SALSA MLPA kit P002B1. 
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Tabela 10 - Sondas referentes a SALSA MLPA kit P002C1. 
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Tabela 11 - Sondas referentes a SALSA MLPA kit P087 
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Tabela 12 - Sondas referentes a SALSA MLPA kit P090A2 
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Tabela 13 - Sondas referentes a SALSA MLPA kit P077 
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BRCA1:     
BRCA1 – Exão 11:  
Ilustração 2  - Resultado da amplificação do gene BRCA1 
Ilustração 1 - Resultado da amplificação do gene BRCA1 - Exão 11 
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BRCA2: 
 
  
    
 
BRCA2 (continuação): 
 
   
Ilustração 3 - Resultado da amplificação do gene BRCA2 
Ilustração 4 - Resultado da amplificação do gene BRCA2 (continuação) 
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   BRCA2 – Exão 11: 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustração 5 - Resultado da amplificação do gene BRCA2-Exão 11 
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Ilustração 6 - Resultado de um Gel de DGGE do gene BRCA1 
Ilustração 7 - Resultado de um Gel de DGGE do gene BRCA1 (continuação) 
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BRCA1 – Exão 11: 
BRCA2: 
 
Ilustração 8 - Resultado de um Gel de DGGE do gene BRCA1-Exão 11 
Ilustração 9 - Resultado de um Gel de DGGE do gene BRCA2 
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BRCA2 (continuação):  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BRCA2 – Exão 11: 
 
Ilustração 10 - Resultado de um Gel de DGGE do gene BRCA2 (continuação) 
Ilustração 11 - Resultado de um Gel de DGGE do gene BRCA2-Exão 11 
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BRCA2 – Exão 11 (Continuação): 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ilustração 12 - Resultado do Gel de DGGE do gene BRCA2-Exão 11 (continuação) 
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Figura 21 - Sequência de primers para o gene BRCA1 
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Figura 22 - Sequência de primers para o gene BRCA1 (continuação) 
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Figura 23 - Sequência de primers para o gene BRCA1-Exão 11 
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Figura 24 - Sequência de primers para o gene BRCA2 
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Figura 25 - Sequência de primers para o gene BRCA2 (continuação) 
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Figura 26 - Sequência de primers para o gene BRCA2 (continuação) 
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Figura 27 - Sequência de primers para o gene BRCA2-Exão 11 
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Figura 28 - Sequência de primers para o gene BRCA2-Exão 11 (continuação) 
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Exemplo de gel de Agarose, utilizado para análise da mutação c.156_157insAlu: 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29 - Exemplo de gel de agarose para análise da presença da inserção Alu no gene 
BRCA2 (c.156_157insAlu), de acordo com o protocolo descrito por Peixoto e colaboradores 
(Peixoto et al., 2008) . As setas a vermelho indicam os casos positivos para esta mutação. 
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Resultados de sequenciação (exemplos): 
• Caso N35 (c.3680_3681delTG)    
  
 
 
 
 
 
 
 
 
• Caso N3 (c.9382C>T): 
 
Figura 30 - Exemplo de eletroforograma para uma mutação frameshift (c.3680_3681delTG) 
Figura 31 - Exemplo de eletroforograma para uma mutação nonsense (c.9382C>T) 
